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resumo 
 
 
A celulose bacteriana (BC) é um material de origem renovável de 
grande interesse devido às suas propriedades únicas, tais como a 
dimensão nanométrica das suas fibras, a biodegradabilidade, a 
biocompatibilidade, a elevada pureza, a elevada capacidade de 
absorção de água, a moldabilidade e a resistência mecânica. Estas 
propriedades permitem a aplicação da BC na área alimentar, em 
nanocompósitos e principalmente na área biomédica, tendo sido 
amplamente estudada no tratamento de queimaduras e na libertação 
controlada de fármacos, entre outros. 
As fibrilas de amilóide (AF), resultantes da agregação de diferentes 
peptídeos ou proteínas têm emergido como um biomaterial com 
aplicações na nanotecnologia e na bioengenharia devido às suas 
propriedades mecânicas e biocompatibilidade. Algumas das suas 
aplicações incluem a produção de nanofios condutores, libertação 
controlada de fármacos e produção de bionanocompósitos. 
O presente trabalho tem como objectivo a produção de 
nanocompósitos de BC e AF com potencial aplicação na área 
biomédica. Este estudo iniciou-se com a produção das AF a partir da 
insulina de bovino. A formação destas fibrilas foi confirmada a partir 
do ensaio da Tioflavina T, que confirma a existência de folhas beta, 
e por análise por microscopia eletrónica de varrimento em modo 
transmissão (STEM), que permite a visualização das mesmas. Após 
a confirmação da formação das AF estudou-se o processo de 
fibrilação na presença de diferentes quantidades de BC desintegrada 
(BCd), verificando-se que a presença da BCd não influencia nem a 
taxa de fibrilação (cerca de 97% com base em ensaios de 
espetrofotometria de ultravioleta-visível) nem a morfologia das 
mesmas. As imagens de STEM e da microscopia de epi-
fluorescência permitiram também observar uma boa dispersão e 
compatibilidade das AF e das nanofibras da BCd. Por fim foram 
produzidos, por filtração, filmes de BCd com as AF em diferentes 
proporções (m/m). Nas imagens de microscopia de epi-fluorescência 
destes filmes obtidos não foi possível observar a presença das AF 
devido à sua possível degradação durante o processo mecânico usado 
na dispersão das misturas. Por este motivo foram produzidos filmes 
por mistura onde foram observadas diferenças morfológicas por 
microscopia eletrónica de varrimento (SEM). No entanto, na análise 
por análise mecânico-dinâmica (DMA) verificou-se que não houve 
diferenças nas propriedades termo-mecânicas do material. 
Os resultados obtidos mostram que a presença de BCd não influencia 
o processo de fibrilação da insulina, sendo interessante para a 
produção de novos biomateriais devido à associação das AF às 
nanofibras da BCd. Os filmes de BCd-AF produzidos necessitam de 
uma caracterização mais detalhada para avaliar o seu potencial na 
área biomédica.  
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abstract 
 
 
 
Bacterial Cellulose (BC) is a renewable material with great interest due 
to its properties, such as, its nanometric dimensions fibers,  
biodegradability, biocompatibility, high purity, high water absorption 
capacity, mechanical strength and malleability. These properties allow 
BC to have applications in the food industry, in nanocomposites and 
mainly in the biomedical area were BC has been highly studied for burn 
treatment and for drug delivery systems, among other applications.  
Amyloid fibrils (AF), resulting from peptide or protein aggregation, has 
been emerging as a biomaterial with applications in nanotechnology and 
bioengineering. The usefulness of these applications are due to its 
mechanical properties and biocompatibility. Some of the applications 
include the production of conducting nanowires, controlled drug delivery 
systems and the production of bionanocomposites. 
The present work aims to the production of nanocomposites based on BC 
and AF and its potential application in the biomedical area. This study 
began with the production of amyloid fibrils starting from bovine insulin. 
The AF formation was identified through Thioflavin T assay, showing 
the presence of beta-sheet structures through fluorescence measurements, 
and through scanning transmission electron microscopy (STEM), which 
allowed us to observe these fibrils. After its identification, the fibrillation 
process was studied with different amounts of unintegrated BC (BCd). In 
this study it was verified that the presence of BCd does not change the 
fibrillation ratio (approximately 97% based on ultraviolet-visible assay) 
and the fibrils morphology.   The images obtained from STEM and from 
epi-fluorescence microscopy allowed the observation of the dispersion 
along with the compatibility of the AF and the nanofibers from BCd. 
Lastly, films with AF and BCd were produced, through filtration, with 
different mass proportions. These films were analysed by epi-
fluorescence microscope and it was not possible to observe the presence 
of amyloid fibrils due to its possible degradation during dispersion before 
the filtration process. Considering this, the films were produced by 
blending and it was possible to observe morphological differences by 
scanning electron microscope (SEM). However, in the Dynamic 
Mechanical Analysis (DMA) analysis it was observed that there was no 
difference in the thermo-mechanical properties of the material. 
The obtained results show that the process of insulin fibrillation is not 
affected by the presence of BCd, however the addition of AF can be 
interesting for the production of new biomaterials due to the conjugation 
of AF and BCd nanofibers. Furthermore these BCd-AF films need a 
more detailed characterization to evaluate its potential application in the 
biomedical area. 
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1. Introdução Geral 
 
O aumento da procura de materiais de origem renovável para um desenvolvimento 
sustentável levou à criação de novos produtos baseados em matérias-primas renováveis 
com melhores propriedades e funcionalidades.  
Neste sentido, a celulose bacteriana (BC) é um polímero natural de grande interesse 
devido às suas propriedades únicas, nomeadamente, biodegradabilidade, 
biocompatibilidade, quiralidade e a natureza manométrica das suas fibras. Por outro lado, 
este polímero apresenta elevada pureza e cristalinidade e a sua estrutura tridimensional 
confere-lhe elevada capacidade de absorção de água, moldabilidade e resistência mecânica. 
Estas propriedades permitem a utilização da BC em diversas aplicações, como por 
exemplo, na área alimentar, do papel e principalmente na área biomédica, onde a sua 
aplicação na engenharia de tecidos, no tratamento de feridas e na libertação controlada de 
fármacos tem sido amplamente investigadas. 
As fibrilas de amilóide, resultantes da agregação de diferentes peptídeos ou 
proteínas, estão normalmente associadas a estados patológicos como a doença de 
Alzheimer ou Parkinson. No entanto, estas estruturas têm também emergido como um 
biomaterial com aplicações na nanotecnologia e na bioengenharia devido às suas 
propriedades mecânicas, biocompatibilidade, facilidade de produção e baixo custo. 
Algumas das suas aplicações incluem a produção de nanofios metálicos, a sua utilização 
como material de suporte para materiais bioativos, na engenharia de tecidos e para 
libertação controlada de fármacos. Recentemente, as fibrilas de amilóide também têm sido 
utilizadas na produção de biocompósitos, através da sua incorporação em matrizes 
poliméricas, de modo a obter materiais com novas propriedades. Contudo, a sua 
combinação com polímeros naturais ainda não foi explorada. 
Neste contexto, o objetivo deste trabalho envolve o estudo da incorporação de 
fibrilas de amilóide em matrizes da celulose bacteriana de modo a criar um novo 
biomaterial com propriedades inovadoras para utilização na área biomédica. 
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2. Introdução 
 
2.1 Celulose 
A celulose é um polímero constituído por unidades de β-D-glucose ligadas 
covalentemente por ligações glicosídicas β(1     4). As unidades de β-D-glucose adotam a 
conformação em cadeira 
4
C1 em que os grupos hidroxilo estão posicionados na posição 
equatorial enquanto os átomos de hidrogénio estão na posição axial (1–3). A estrutura da 
celulose é estabilizada por pontes de hidrogénio que se estabelecem entre o grupo hidroxilo 
da posição C3’’ e o O(5) do anel glicosídico adjacente e entre o grupo hidroxilo de C2 e o 
grupo hidroxilo de C6’ (3,4).  De modo a estabilizar ligações acetal entre as unidades de 
anidroglucose (AGU), estas últimas apresentam uma rotação de 180º no plano em relação 
às unidades adjacentes, formando unidades denominadas de celobiose (Fig.1). O peso 
molecular destas macromoléculas pode ser estimado pelo grau de polimerização (DP) que 
corresponde ao número de unidades de AGU que constituem a cadeia de celulose, variando 
com a sua origem e tratamento entre 300 e 1700 no caso da pasta de papel, entre 800 e 
10000 nas fibras vegetais e entre 2000 e 8000 na celulose bacteriana (3,5). 
 
Figura 1: Estrutura química da celulose (3). 
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Na natureza, as cadeias de celulose agregam-se para formar as fibrilas elementares, 
um feixe de cadeias filiformes estabilizadas pelas pontes de hidrogénio estabelecidas entre 
os grupos hidroxilo de cadeias adjacentes. As fibrilas elementares agregam-se 
sucessivamente para formar microfibrilas, macrofibrilas e finalmente as fibras de celulose 
(Fig.2) (1–3).  
 
Figura 2: Agregação das cadeias de celulose em fibrilas elementares, microfibrilas, 
macrofibrilas e fibras de celulose (3). 
As cadeias de celulose têm uma elevada tendência para formar fibras semi-
cristalinas, sendo por isso possível a determinação da sua estrutura por difração de raios-X. 
Apesar de serem conhecidas pelo menos quatro formas de celulose (celulose I, II, III e IV), 
a celulose I (celulose nativa) e a celulose II (celulose regenerada) são as formas mais 
comuns (1,3,6,7). A celulose I consiste em dois polimorfos, Iα e Iβ com grupos espaciais 
triclínico e monoclino, respetivamente, e cujas cadeias de celulose se encontram numa 
orientação paralela contrariamente ao que acontece na celulose II (3,6). A celulose II pode 
ser obtida por tratamento da celulose I com uma solução de hidróxido de sódio 
(mercerização) ou por dissolução da celulose e subsequente regeneração/precepitação, 
sendo esta a forma de celulose mais estável (3,6). 
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2.2 Celulose bacteriana 
Embora a maioria da celulose seja produzida pelas plantas durante a fotossíntese, 
alguns microrganismos tal como as algas ou bactérias também são capazes de produzir este 
polissacarídeo (8). A celulose bacteriana é produzida maioritariamente por bactérias dos 
géneros Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina e Agrobacterium sendo a espécie 
Gluconacetobacter xylinus uma das mais eficientes e a mais utilizada na sua produção 
(Fig.3) (8,9). 
 
Figura 3: Imagem de microscopia eletrónica de varrimento (SEM) da rede da 
celulose bacteriana e das bactérias Gluconacetobacter xylinus (10). 
 
2.2.1 Biossíntese 
 
A G. xylinus é uma bactéria Gram-negativa não patogénica estritamente aeróbia que 
biosintetiza BC. A proteção contra a luz ultravioleta (UV) devido à sua opacidade e a 
proteção contra espécies concorrentes pelos mesmos substratos são as possíveis razões 
para a produção da celulose bacteriana pelas bactérias (10,11). Esta estirpe, encontrada 
normalmente na fruta, vegetais, vinagre e bebidas alcoólicas é capaz de converter 
diferentes fontes de carbono em celulose num intervalo de poucos dias. Outra estirpe de 
bactérias Gram-negativas e aeróbia, a G. sacchari, também produz BC com uma eficiência 
igual ou superior à G. xylinus (8).  
O primeiro passo na biossíntese da celulose bacteriana consiste na polimerização de 
β-D-glucose por ligações β(1    4) no sítio de extrusão situado na superfície das células 
bacterianas. O processo de polimerização consiste na conversão da glucose em glucose-6-
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fostato (GlC-6-P) pela glucocinase (GK) que é convertida em glucose-1-fosfato (Glc-1-P) 
pela fosfoglucomutase (PGM). A UDPG-pirofosforilase catalisa a formação da uridina 
difosfoglucose (UDP-GLC) que posteriormente forma a celulose por ação da celulose 
sintase (CS) (Fig.4) (9,12). As sintases da celulose bacteriana A e B desempenham um 
papel vital para promover a elongação das cadeias, dado que estas formam um complexo 
que contém um polissacarídeo através do qual a celulose é elongada com resíduos de 
glucose (13).  
 
 
  Figura 4: Via biossintética da celulose bacteriana (9). 
 
 
Uma única célula consegue polimerizar até 200000 unidades de glucose por 
segundo que são depois excretadas para o meio envolvente. As cadeias de celulose 
excretadas agregam-se em microfibrilas que variam entre 1 e 20 nm de diâmetro e 1-9 µm 
de comprimento, o que corresponde a 10-250 cadeias de celulose e a 2000-18000 resíduos 
de glucose (10,12). Finalmente, estas microfibrilas agregam-se em feixes (Fig.5). Através 
de microcopia de campo escuro foi possível observar a secreção de celulose sob a forma de 
um feixe composto por aproximadamente 46 microfibrilas a uma taxa de 2 µm/min (12). 
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Figura 5: Representação esquemática da formação de fibrilas de celulose 
bacteriana (A) (3) e produção de uma nanofibra por uma bactéria (B) (14).  
 
2.2.2 Produção de BC 
Devido ao aumento da utilização da BC em diversas áreas, a produção deste 
material tornou-se objeto de intensa actividade de pesquisa. Esta produção requer o 
controlo de diversas variáveis, nomeadamente as fontes de carbono e de azoto, pH e 
temperatura. O meio tradicional para a produção de BC é o meio de Hestrin-Schramm que 
utiliza como fonte de carbono a glucose e como fontes de azoto extratos de levedura e 
peptona. No entanto outras fontes de carbono tais como manitol, glicerol, frutose, sacarose 
e galactose já foram avaliadas como potenciais substitutos da glucose. O pH e temperatura 
ótimas situam-se entre 5-5,5 e 28 ºC, respetivamente (12,15). 
Vários autores propuseram novos meios de cultura para aumentar a produtividade e 
permitir a utilização a nível industrial utilizando como fonte nutricional resíduos de 
fermentação da cerveja (16), resíduos agrícolas (17), sumos de frutas (18) e resíduos da 
indústria têxtil baseados em algodão (19). No estudo em que foram utilizados resíduos de 
fermentação da cerveja como fonte nutricional, verificou-se que a produção de BC 
aumentava em 2-3 vezes relativamente às fontes nutricionais utilizadas convencionalmente 
(16). 
A purificação da celulose bacteriana é um passo crucial na sua produção uma vez 
que permite remover todos os resíduos indesejáveis e todos os nutrientes do meio de 
cultura. A mercerização é o processo mais comum para a purificação da BC utilizando 
químicos alcalinos que hidrolisam e removem as impurezas presentes na celulose com o 
A B 
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inconveniente da alteração da estrutura cristalina de celulose I para celulose II para 
concentrações de NaOH acima de 6%. No processo de purificação em dois passos, o gel de 
BC é lavado com uma solução de NaOH 2,5 % e posteriormente com uma solução de 
NaClO 2,5 %, prevenindo assim a alteração da estrutura cristalina de celulose I para 
celulose II (20). 
 
A produção de BC pode ser feita em cultura estática ou em cultura agitada 
dependendo da aplicação pretendida (Fig.6). No primeiro caso a BC é obtida na forma de 
uma membrana relativamente homogénea cuja forma e dimensões podem ser controladas, 
enquanto no segundo caso a BC é obtida na forma de fragmentos dispersos (12,15). 
 
Figura 6: Fotografias da BC produzida em cultura estática (A) e cultura agitada (B) 
(21). 
 
A produção de BC em cultura estática consiste na colocação do meio de cultura num 
recipiente, inoculado e cultivado durante 5-20 dias até que a membrana de celulose cubra a 
sua superfície, produzindo assim uma membrana gelatinosa com uma superfície exposta ao 
ar mais densa (12). A espessura da membrana aumenta com o tempo de cultivo até que as 
células fiquem inativas ou mortas devido à ausência de oxigénio (15). Apesar da cultura 
estática ser relativamente simples, a sua utilização a nível industrial é comprometida pelo 
facto de ser um método dispendioso, de baixa produtividade e requerer um período de 
cultivo longo (12). É no entanto, umas das formas de produção deste material que, como se 
verá ao longo deste trabalho encontra aplicações mais interessantes.    
 
A B 
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 A produção de BC em cultura agitada ou fermentação submersa é uma alternativa à 
cultura estática em que a produção é mais rápida, devido à maior disponibilidade de 
oxigénio e à maior densidade de células no meio de cultura. Ao contrário da cultura 
estática onde se formam membranas, na cultura agitada formam-se grânulos, verificando-
se que as nanofibrilas apresentam menor grau de polimerização, menor resistência 
mecânica e menor cristalinidade (12,15). 
 
 
2.2.3 Propriedades da BC 
Embora a BC seja quimicamente idêntica à celulose vegetal, as fibrilas da BC são 
cerca de 1000 vezes mais finas do que as fibrilas da celulose vegetal uma vez que a rede 
tridimensional da BC é constituída por nano e microfibrilas com diâmetros que variam 
entre os 3 e 4 nm e comprimento de 70 a 80 nm (4). A BC apresenta ainda um grau de 
pureza muito mais elevado do que a celulose vegetal devido à ausência de hemiceluloses, 
pectinas e lenhina (4,9). O grau de polimerização varia entre 2000 e 8000 e o seu arranjo 
tridimensional das nanofibras permite a produção de celulose com elevada área superficial, 
porosidade e elevada resistência mecânica (Fig.7). A BC apresenta ainda um índice de 
cristalinidade (normalmente entre os 40-60%) superior à celulose vegetal (4,9,20,22). 
 
Figura 7: Imagem obtida por SEM da estrutura tridimensional da BC (14). 
  
Outra das características da celulose é a sua insolubilidade em água e na maioria 
dos solventes, o que se deve às fortes ligações por pontes de hidrogénio intra e 
intermolecular que se estabelecem entre as cadeias de celulose (22,23). 
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 As membranas de BC têm também uma grande capacidade de absorção de água 
que pode chegar até 99% do seu peso total. Esta elevada capacidade de absorção de água 
juntamente com a sua elevada área superficial fazem da celulose bacteriana um material 
altamente moldável e elástico (22,24).   
 
2.2.4 Aplicações da BC 
O grau de pureza, a sua biocompatibilidade e biodegrabilidade, juntamente com as 
suas propriedades físicas e mecânicas únicas fazem da BC um material com enorme 
potencial para diversas aplicações, nomeadamente na produção de membranas áudio de 
grande qualidade, nas indústrias têxtil, do papel, alimentar e na indústria biomédica, onde a 
BC é aplicada para o curativo de feridas, tratamento de queimaduras, regeneração de 
tecidos, substituto de pele, produção de vasos sanguíneos artificiais, implantes dentários, 
entre outras (8,9,15,24,25). Recentemente, a BC também tem sido estudada para produção 
de compósitos com diferentes materiais de modo a aumentar a versatilidade deste 
biomaterial (12). 
 
2.2.4.1    Na Indústria alimentar 
A primeira utilização da BC na indústria alimentar foi na produção da denominada 
nata de coco, uma sobremesa tradicional das Filipinas, onde o seu sabor deriva da água de 
coco utilizada como meio de cultura (26). Devido às suas propriedades e estrutura, a BC 
também tem potencial para funcionar como agente espessante, gelificante e estabilizante. 
Adicionalmente, as membranas de BC foram também estudadas para o acondicionamento 
de alimentos devido às suas propriedades e à possibilidade de incorporação de agentes 
antimicrobianos, tal como a nisina e a ε-poli-L-lisina (ε-PL) (27). 
As fibras dietéticas oferecem uma vasta gama de benefícios para a saúde 
nomeadamente na redução do risco de doenças crónicas como diabetes, obesidade e 
doenças cardiovasculares. A celulose bacteriana possui várias vantagens como fibra 
dietética uma vez que devido à sua elevada pureza não requer tratamento com produtos 
químicos perigosos tal como acontece na purificação da celulose vegetal. Por outro lado, as 
bactérias podem crescer e secretar BC em meios com xarope de frutas adquirindo a cor e o 
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sabor da fruta, sendo que o material pode ser consumido diretamente e além disso, é 
possível a sua produção com formas e texturas diferentes (27).  
 
2.2.4.2 Na Indústria do papel e eletrónica 
A BC também tem sido alvo de investigação na produção de papel, devido às suas 
propriedades, tal como alta refletividade, flexibilidade e pureza. A adição de uma pequena 
percentagem de celulose bacteriana à pasta de celulose vegetal aumenta consideravelmente 
a resistência mecânica e a durabilidade do papel final (28).  
Na indústria eletrónica, a BC foi utilizada pela Sony e pela Ajinimoto para o 
desenvolvimento de um diafragma para sistemas áudio. As membranas de BC mantêm 
uma velocidade sónica elevada, numa vasta gama de frequências, sendo por isso um 
material ótimo para a transdução do som (28).  
 
2.2.4.3 Na área biomédica 
Na engenharia de tecidos pretende-se a construção de materiais de suporte que 
mimetizem a matriz extracelular dos tecidos normais. As células dos tecidos pretendidos 
são semeadas no material de suporte de modo a que estas se desenvolvam numa estrutura 
tridimensional adequada (29). Este material pode ser posteriormente implantado na área 
afetada do corpo para substituição de um tecido. Deste modo, a engenharia de tecidos pode 
ser aplicada eficientemente para a substituição de pele queimada, tratamento de úlceras, 
substituição temporária de vasos sanguíneos, regeneração de osso ou cartilagem, entre 
outros. (14,24,29,30).   
Alguns autores propõem que o material de suporte deve ser biodegradável de modo 
a que as células que foram semeadas proliferem e secretem o seu próprio material de 
suporte extracelular substituindo assim o material implantado. No entanto, muitas vezes o 
tempo de degradação do material de suporte é mais rápido do que o tempo que as células 
levam a substituir esse material (29,31). Deste modo, a solução reside num material de 
suporte permanente que seja biocompatível, poroso e que tenha propriedades mecânicas 
compatíveis com o tecido onde será feito o implante para garantir o normal funcionamento 
do órgão. A celulose bacteriana apresenta-se como um material promissor neste sentido. 
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Embora as células não adiram com facilidade às membranas de BC puras, o que as torna 
menos eficientes na utilização para a proliferação de células ou para a engenharia de 
tecidos, é possível incorporar nas membranas de BC proteínas que funcionam como 
moléculas de adesão para as células, ultrapassando assim este inconveniente (29).  
 
2.2.4.4 BC para tratamento de feridas 
A celulose bacteriana tem mostrado elevada eficiência como material para o 
tratamento de ferimentos e queimaduras, uma vez que melhora significativamente vários 
aspetos durante o processo de cura, e as suas propriedades tal como elevada capacidade de 
absorção de água, elevada resistência mecânica e biocompatibilidade tornam a BC 
particularmente adequada para a utilização  desta neste contexto clínico (24,32).  
Uma característica importante para os materiais de reparação da pele é a sua 
capacidade para absorver o exsudado durante o tratamento assim como a facilidade de 
remoção deste material depois da recuperação. Os materiais utilizados tipicamente, tal 
como a gaze são permeáveis e absorventes mas podem aderir com facilidade à superfície 
da ferida e induzir um trauma durante a sua remoção, enquanto o tratamento com BC 
permite a sua remoção sem danos (24).  
Outra característica importante para os materiais de reparação da pele é a sua 
biocompatibilidade. Num estudo realizado por Helenius et al. foi verificado, através da 
aplicação subcutânea em ratos, que a BC integra bem o tecido do hospedeiro e não se 
verifica nenhuma resposta inflamatória crónica e os fibroblastos conseguem infiltrara-se 
com sucesso na BC (32). Embora anteriormente tenha sido referido que há uma baixa 
adesão das células à BC, num estudo realizado onde se avaliou a interação entre as células 
e a BC in vitro mostrou-se que 95 % das células tronco mesenquimais que se agregaram à 
BC permaneceram vivas e apenas 5% sofreram necrose (33).  
As membranas de BC têm ainda várias outras vantagens relativamente aos métodos 
convencionais, nomeadamente: a excelente moldabilidade e aderência aos locais da ferida 
mesmo nas zonas mais difíceis como nariz, boca e mãos, (Fig.8) e nas zonas de grandes 
dimensões (Fig.9) (29); a capacidade de manter o meio húmido; a capacidade de reduzir 
significativamente a dor e de acelerar a re-epitelização e a capacidade de absorver o 
exsudado e de reduzir a formação de cicatrizes.  
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 Nos pacientes que sofreram queimaduras de 2º grau e em que foi feito o curativo 
com membranas de BC, verificou-se uma re-epitelização mais rápida do que nos pacientes 
que foram tratados segundo os métodos convencionais. O período médio para redução do 
tamanho da ferida em 75 % sem a aplicação da BC é de 315 dias enquanto que com a 
aplicação de BC é de apenas 81 dias. No caso da Fig. 8B foi aplicada BC na face de uma 
paciente com queimaduras de segundo grau, verificando-se que ao fim de 44 dias estava 
totalmente curada sem necessidade de enxertos de pele e sem sinais significativos de 
cicatrizes (24,29).   
  
Figura 8: Aplicação da BC em queimaduras de 2º grau nas mãos (A) e na cara (B) 
(24). 
 
 
Figura 9: Aplicação de BC em queimaduras no tronco (24). 
A B B 
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Devido à estrutura tridimensional da BC é possível incorporar compostos ativos 
que promovam a cura de feridas ou que aumentam a biocompatibilidade, de modo a 
acelerarem o processo de cura (24,29,34). Por exemplo, a biocompatibilidade da BC pode 
ser melhorada incorporando moléculas de adesão com objetivo de regular a adesão, 
migração e crescimento das células, sendo a sequência de aminoácidos Arg-Gly-Asp 
(RGD) a mais eficaz e utilizada para estimular a adesão celular em superfícies sintéticas 
(34). De modo a aumentar as suas propriedades terapêuticas, é possível incorporar 
compostos tais como antioxidantes ou antibióticos. A incorporação de colagénio do tipo I 
permite a redução das elevadas concentrações de protéases, interleucinas e espécies 
reativas de oxigénio (ROS) associadas às feridas conferindo deste modo capacidade 
antioxidante às membranas (35). 
 Outros autores sugeriram a incorporação de quitosano durante a biossíntese da BC, 
verificando-se um melhoramento das propriedades mecânicas e aumento do período de 
tempo que a membrana mantém a humidade, facilitando a penetração de substâncias ativas 
na ferida e permitindo a remoção da membrana de forma indolor e sem causar danos na 
pele recentemente formada (36). Além disso, o quitosano possui propriedades 
antibacterianas, prevenindo infeções por diversos microrganismos. Adicionalmente, as 
enzimas endógenas degradam o quitosano promovendo o processo de cura devido à 
estimulação da angiogenese e regeneração de tecidos (24,29,36). 
 
2.2.4.5 BC para regeneração de vasos sanguíneos  
As doenças cardiovasculares são a causa dominante da morbilidade e mortalidade 
da população adulta. Embora hoje em dia já seja possível substituir grandes artérias com 
materiais sintéticos como poli(tetrafluoretileno) expandido (ePTFE) ou poliésters como 
ácido poliglicólico (PGA)  e ácido poli (L-lático) (PLLA) (37), estes materiais não são 
apropriados para a substituição de vasos com um diâmetro menor que 6 mm devido à 
possibilidade de ocorrência de tromboses (37). Alguns estudos mostram que a BC pode 
funcionar temporariamente como vaso sanguíneo uma vez que a sua moldabilidade durante 
a biossíntese permite a formação de um material com a forma e dimensões desejadas 
(Fig.10) (14). 
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Figura 10: Tubos de BC para substituição temporária de vasos sanguíneos (A); 
implante de BC na artéria carótida (B) (14). 
 
As nanofibrilas da BC possuem ainda uma forma semelhante às nanofibrilas de 
colagénio (Fig.11). Devido a esta semelhança, a BC pode substituir o colagénio da matriz 
extracelular e permitir que as células do músculo liso, do endotélio e os fibroblastos criem 
os vasos sanguíneos. As propriedades mecânicas da BC são ideais para a formação de 
vasos sanguíneos substitutos devido à sua força tênsil e à sua flexibilidade que permitem 
resistir às forças geradas no sistema circulatório (14,37). 
 
 
Figura 11: Imagens obtidas por SEM que mostram as semelhanças entre a estrutura 
fibrilar do colagénio (A) e da BC (B) (37). 
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2.2.4.6 Celulose Bacteriana para regeneração de cartilagem 
A BC pode também ser útil na regeneração de outros tecidos como osso ou 
cartilagem, uma vez que estes têm uma capacidade regenerativa limitada (30). A BC 
permite a adesão e proliferação dos condrócitos mantendo a sua forma diferenciada 
(Fig.12) e possui as propriedades requeridas para o desenvolvimento de cartilagem, tal 
como elevada porosidade, poros de tamanho adequado e interconectividade entre poros 
para a difusão de nutrientes e para a semente das células (30,38). Um estudo conduzido por 
Svensson et al. mostrou que a proliferação dos condrócitos na BC é significativamente 
mais elevada do que nos biomateriais utilizados frequentemente na regeneração de 
cartilagem, tal como o alginato, e que a proliferação dos condrócitos na BC é equivalente à 
proliferação utilizando colagénio do tipo II, o substrato da matriz extracelular 
predominante no tecido cartilaginoso nativo (29,30). Com base nestes resultados, a BC tem 
potencialidade para ser utilizada como material de suporte para a regeneração de 
cartilagem (29,30,38). 
 
Figura 12: Imagem obtida através de SEM mostrando a adesão de condrócitos à BC 
(30). 
 
2.2.4.7 Membranas de BC para libertação controlada de fármacos 
Os métodos mais utilizados para a libertação de fármacos no organismo são a 
injeção, inalação e ingestão. A libertação controlada e localizada de fármacos possui várias 
vantagens relativamente aos restantes métodos uma vez que evita o metabolismo da 
primeira passagem hepática e melhora o cumprimento da medicação por parte do paciente. 
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Através deste sistema, o fármaco é administrado nas concentrações e nos locais desejados 
podendo ainda reduzir efeitos secundários indesejados. As propriedades mecânicas da BC, 
assim como a biodegradabilidade, biocompatibilidade e alta absorção de água fazem deste 
um material promissor para a inclusão e libertação controlada de fármacos tal como 
antibióticos, analgésicos, anti-inflamatórios, hormonas, etc. A BC tem ainda a vantagem de 
absorver os exsudados e aderir às superfícies irregulares da pele, como referido 
anteriormente (39–41).  
Trovatti et al. investigaram o potencial das membranas de BC como sistema de 
libertação transdérmicas de lidocaína, um analgésico utilizado em cirurgias e aplicações 
tópicas. A sua incorporação nas membranas de BC não afetou a sua estrutura. Os autores 
observaram que a taxa de permeação da lidocaína nas membranas de BC é mais baixa do 
que nos sistemas convencionais de libertação de fármacos tal como soluções aquosas e 
géis, sugerindo que a BC pode ser aplicada para modular a biodisponibilidade da lidocaína, 
promovendo uma libertação na pele mais controlada (40). Noutro estudo, realizado pelos 
mesmos autores utilizando o ibuprofeno verificou-se que a sua permeação utilizando as 
membranas de BC era três vezes mais rápida do que em gel ou solução. Neste caso a BC 
pode ser vantajosa na libertação rápida de fármacos. Estes estudos indicam que as 
membranas de BC podem ser eficientemente utilizadas como sistema de libertação 
transdérmica de diversos fármacos (41,42). Recentemente esta metodologia foi também 
aplicada à cafeína e ao diclofenac (43,44). 
Noutro estudo, Stoica-Guzun et al. aplicaram radiação gama a membranas de BC 
com o objetivo de melhorar as suas propriedades de libertação controlada de fármacos. O 
fármaco utilizado neste estudo foi a tetraciclina e os ensaios de difusão através das 
membranas de BC foram medidos utilizando uma célula de difusão. Os resultados 
mostraram que a difusão é maior nas membranas que não foram irradiadas e que as 
membranas de BC tem potencial para serem utilizadas na libertação controlada de 
fármacos (39). 
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2.3 Aminoácidos, Peptídeos e Proteínas 
Os aminoácidos são moléculas que possuem um grupo carboxilico e um grupo 
amina na sua fórmula geral. A diferenciação e classificação dos aminoácidos é baseada na 
sua cadeia lateral, que varia na sua estrutura, tamanho e carga elétrica. Existem 20 
aminoácidos que são os mais comuns na constituição das proteínas sendo todos eles α-
aminoácidos, o que significa que o grupo carboxilo, o grupo amina, a cadeia lateral e 
hidrogénio estão ligados ao carbono α. Devido às diferentes cadeias laterias, os 
aminoácidos podem ser classificados segundo a sua polaridade, carga e aromaticidade (45).  
Os peptídeos e as proteínas são macromoléculas constituídas por sequências de 
aminoácidos ligados entre si por ligações amida, denominadas ligações peptídicas, 
decorrentes de reações de condensação entre o grupo carboxílico de um aminoácido e o 
grupo amina do aminoácido seguinte (45). Quando vários aminoácidos estão ligados entre 
si passam a denominar-se por oligopeptideos, ou polipeptídeos se o número de 
aminoácidos for superior a 50. Embora os termos polipeptídeo e proteína sejam muitas 
vezes utilizados como sinónimos, proteína é o termo mais correto quando a massa 
molecular ultrapassa 10000 unidades de massa atómica (45). 
 
2.3.1 Estrutura das proteínas 
A estrutura das proteínas está organizada em quatro níveis: estrutura primária, 
secundária, terciária e quaternária (Fig.13) (45). 
 
Figura 13: Estruturas primária, secundária, terciária e quaternária de uma proteína.
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α-Hélice Folha β 
A estrutura primária das proteínas consiste na sequência de aminoácidos e 
respetivas ligações (peptídicas) e é o nível estrutural mais básico e importante, uma vez 
que define todo o seu arranjo tridimensional.  
A estrutura secundária consiste no arranjo espacial dos aminoácidos próximos entre 
si na sequência primária da proteína e ocorre devido à possibilidade de rotação das ligações 
entre os aminoácidos. As estruturas secundárias mais comuns e mais estáveis são as alfa-
hélices e as folhas-beta (Fig.14). As alfa-hélices são estruturas cilíndricas estabilizadas por 
pontes de hidrogénio entre os aminoácidos, onde as cadeias laterais dos aminoácidos se 
encontram viradas para fora. Pelo contrário, as folha-beta são estruturas achatadas e rígidas 
estabilizadas, tal como as alfa-hélices, por pontes de hidrogénios entre os aminoácidos 
(45). 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Estrutura secundária da α-hélice e da folha β. 
 
 A estrutura terciária descreve o arranjo final da proteína e resulta do enrolamento 
das estruturas secundárias. Esta estrutura é, mais uma vez, estabilizada pelas pontes de 
hidrogénio e de dissulfureto e é nesta fase de enrolamento que as proteínas possuem 
atividade biológica. No entanto, algumas proteínas podem ser constituídas por mais do que 
uma cadeia polipeptídica ou subunidade que podem ser idênticas ou diferentes entre si. O 
arranjo tridimensional destas subunidades constitui a estrutura quaternária e tal como a 
estrutura terciária, as únicas ligações existentes entre as subunidades são as pontes de 
hidrogénio e de dissulfureto (45).  
As proteínas desempenham diversas funções vitais nos organismos vivos, como 
exemplificado posteriormente, nomeadamente a nível estrutural, hormonal, energético, 
enzimático, de transporte de substâncias e de defesa:  
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 O colagénio é a proteína mais comum no corpo humano, constituída por três 
cadeias polipeptídicas enroladas sobre si mesmas e que apresenta elevada resistência 
mecânica e flexibilidade, mas reduzida elasticidade. Esta proteína encontra-se nos tecidos 
conjuntivos dos órgãos com funções de suporte, nomeadamente nos ossos e cartilagens 
(46). 
 A insulina é uma pequena cadeia proteica com funções a nível hormonal, 
constituída por duas cadeias polipeptídicas ligadas entre si e é responsável pela regulação 
dos níveis normais de glicémia (Fig.15) (46).  
 
 
 
 
Figura 15: Estrutura primária (A) e terciária (B) da insulina (47). 
 
 Os anticorpos são proteínas produzidas como reação a um antigénio e têm como 
função proteger o organismo de corpos estranhos (46). 
 A nível de transporte de substâncias a hemoglobina, composta por 4 cadeias 
polipeptídicas e por 4 grupos heme, desempenha uma função vital devido ao transporte de 
oxigénio e dióxido de carbono através da corrente sanguínea (46).  
 Grande parte das proteínas existentes no corpo humano desempenham funções 
enzimáticas como é o exemplo da lípase, uma proteína que catalisa a degradação dos 
lípidos em ácidos gordos livres e glicerol (46). 
 
A estrutura nativa de uma proteína é aquela que se apresenta numa conformação 
espacial que permite a sua funcionalidade. A desnaturação proteica é o processo através do 
qual ocorrem alterações conformacionais, originado pela rutura de algumas ligações de sua 
estrutura (secundária, terciária e quaternária), causada por variações de temperatura e de 
pH. Este processo pode ser reversível ou irreversível (45).  
Uma propriedade característica de cada proteína é o ponto isoeléctrico (PI). A carga 
total de uma proteína é dada pelo somatório das cargas dos grupos laterias dos 
aminoácidos. O (PI) corresponde ao valor de pH em que a proteína se encontra 
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eletricamente neutra, ou seja, quando o número de cargas positivas é igual ao número de 
cargas negativas (45).  
 
2.3.2 Auto-agregação de proteínas em fibrilas de amilóide 
A estrutura tridimensional nativa das proteínas é essencial para as funções 
biológicas que desempenham, mas não é a estrutura mais estável, ou seja, de mais baixa 
energia. Por essa razão, a maioria das proteínas pode ser sujeita a condições de 
desnaturação que promovem a sua destabilização e desenrolamento, permitindo deste 
modo a renaturação numa estrutura diferente da nativa. Por exemplo, algumas proteínas 
que no seu estado nativo são ricas em alfa-hélices, podem ser sujeitas a condições 
desnaturantes, como exposição ao calor ou a soluções ácidas, que levam ao seu 
desenrolamento. Na sua renaturação estas proteínas podem enrolar-se de uma forma 
diferente e formar, por exemplo, estruturas ricas em folhas β, que posteriormente se 
agregam em fios beta, e que por sua vez se agregam em nanofibrilas de proteínas, 
normalmente designadas por fibrilas de amilóide (Fig.16 e Fig.17). Este processo pelo qual 
as proteínas desenroladas formam agregados ou fibrilas de amilóide, é denominado por 
fibrilação de proteínas (48,49).  
 O termo amilóide surgiu em 1854 após a análise de depósitos presentes em 
determinadas patologias apresentar uma coloração com iodo semelhante à coloração do 
amido. Embora hoje se saiba que as fibrilas de amilóide são constituídas por proteínas, 
continua-se a utilizar o termo amilóide por razões históricas (50). 
  
Figura 16: Esquema da formação das fibrilas de amilóide (48). 
 
Estado nativo 
 
Estado intermediário Agregado de folhas β 
Fibrilas de amilóide 
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Figura 17: Imagem da estrutura das fibrilas de amilóide (51). 
 
Uma vasta gama de patologias deriva da dificuldade em certos peptídios ou 
proteínas adotarem ou manterem a sua conformação nativa. Esta deficiência no seu 
enrolamento resulta numa diminuição da quantidade de proteína disponível para realizar as 
suas funções normais. Algumas destas doenças, tal como a doença de Alzheimer, 
Parkinson, aterosclerose ou diabetes tipo II surgem devido à conversão de peptídios ou 
proteínas que se encontram solubilizadas em agregados fibrilares altamente organizados, 
designados fibrilas ou placas de amilóide (48,49,51,52). A estas diferentes patologias estão 
associadas diferentes tipos de fibrilas de amilóide e diferentes peptídeos ou proteínas 
(Tabela 1) (51,52).  
 
Tabela 1: Lista de algumas patologias associadas à formação de fibrilas de amilóide, 
respectivas proteínas percursoras e localizações (51,52). 
Patologia Peptídeo/Proteína Localização 
Doença de 
Alzheimer 
Peptídeo amilóide β Sistema nervoso 
central (Extracelular) 
Doença de 
Parkinson 
α-Sinucleína Sistema nervoso 
central (Intracelular) 
Doença dos 
Priões 
Prião Sistema nervoso 
central (Extracelular) 
Doença de 
Huntington 
Proteínas ricas em 
poliglutamina 
Sistema nervoso 
central (intracelular) 
Diabetes tipo II Amilina Pâncreas 
(extracelular) 
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Apesar das fibrilas de amilóide terem sido inicialmente associadas a patologias, 
existem também algumas fibrilas de amilóides com atividades biológicas benéficas quer 
em bactérias, fungos ou humanos. Por exemplo, a Escherichia coli produz fibrilas de 
amilóide que são expressas extracelularmente e que estão envolvidas na comunicação entre 
as bactérias (53,54). Nos seres humanos, as fibrilas de amilóide também desempenham 
funções benéficas, como a proteína Pmel17, em que as suas fibrilas desempenham um 
papel importante na pigmentação da pele (53).  
Adicionalmente, as fibrilas de proteínas também têm sido bastante estudadas 
devido às suas potencialidades como materiais para diversas aplicações nas áreas de 
biotecnologia e bioengenharia (53–56).    
 
 
2.3.3 Mecanismos de formação de fibrilas de amilóide in vivo  
As cadeias polipeptídicas biossintetizadas nos ribossomas encontram-se, numa fase 
inicial, totalmente desenroladas mas podem posteriormente adotar múltiplas conformações 
interconvertíveis entre si. Estas cadeias polipeptídicas podem numa fase seguinte adotar 
uma conformação em que se encontram totalmente enroladas, havendo formação 
intermédia de estruturas parcialmente enroladas. Nestes estados conformacionais, as 
proteínas podem manter-se como monómeros 
1
 ou associar-se para formar oligómeros ou 
fibras funcionais tal como a actina, miosina e microtúbulos (Fig.18). 
  
                                                          
1
 O termo monómero neste contexto designa proteína isolada 
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Figura 18: Representação esquemática da interconversão dos vários estados 
conformacionais adotados pelas proteínas e formação de fibrilas de amilóide (49). 
 
Embora as proteínas parcial ou totalmente desenroladas sejam particularmente 
vulneráveis à agregação, normalmente, estes agregados iniciais voltam a dissociar-se pela 
ação dos processos de degradação e das chaperonas, proteínas envolvidas nos processos de 
desnovelação de outras proteínas. No entanto, quando estes processos falham pode ocorrer 
a formação de agregados patogénicos tal como acontece na doença de Alzheimer e 
Parkinson (49).  
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A formação das fibrilas de amilóide dá-se segundo o mecanismo de crescimento 
nuclear em que a conversão dos peptídeos ou proteínas em fribrilas inclui duas fases: uma 
fase mais demorada onde ocorre a formação do núcleo, fase de nucleação,  e uma fase mais 
rápida onde há associação de mais monómeros ou oligómeros ao núcleo (Fig.19) (49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Representação esquemática da formação das fibrilas de amilóide 
segundo o mecanismo de nucleação (57). 
 
Por exemplo, o peptídeo Aβ é um peptídeo anfipático com 4 kDa com tendências 
para se agregar e formar fibrilas, e é o mais estudado devido à sua ligação com a doença de 
Alzheimer (49,58). O processo que leva unidades Aβ a formarem estados fibrilares envolve 
um número de estados intermediários, incluindo nucleação, oligomerização e formação de 
fibrilas. Durante a fase da nucleação, há interação dos peptídeos Aβ formando unidades 
nucleadas que servem como modelo. No passo seguinte, são produzidos oligómeros com 
várias formas e são estes que levam à formação de protofibrilas e agregados pré-fibrilares 
que por último resultam na fibrilação de Aβ (49,58). 
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2.3.4 Formação de fibrilas de amilóide in vitro 
As fibrilas de amilóide também podem ser formadas in vitro. Embora a insulina de 
bovino e a lisozima de galinha sejam dois exemplos conhecidos de proteínas que formam 
este tipo de estrutura, quase todas as proteínas têm capacidade para tal (48). Para que os 
agregados proteicos sintetizados in vitro sejam considerados fibrilas de amilóide estes têm 
de cumprir três critérios:  
 birrefringência verde após a coloração com Vermelho do Congo (Fig.20) ou 
fluorescência após coloração com tioflavina T; 
 estrutura secundária em folha β;  
 morfologia fibrilar.  
A estrutura secundária em folhas β é confirmada pela espectroscopia de 
fluorescência utilizando o corante tioflavina T (ThT), enquanto a morfologia fibrilar é 
confirmada pela microscopia eletrónica de transmissão (TEM) (Fig.21). A estrutura 
secundária em folhas também pode ser confirmada por espectroscopia de infravermelho 
por transformada de Fourier (FTIR) pelo aparecimento de uma banda a 1620 cm
-1
 (Fig.21) 
(57). A espectroscopia de UV também pode ser indicativa da existência do processo de 
fibrilação observada através da diminuição da concentração da proteína (59). Os peptídeos 
e proteínas que formam fibrilas in vivo, tal como o peptídeo Aβ e a proteína de Bence-
Jones também têm a capacidade de formar fibrilas de amilóide in vitro (51). Para além 
disso, algumas proteínas que não formam agregados fibrilares in vivo tal como o glucagon, 
podem sob certas condições formar fibrilas de amilóide in vitro (51). Independentemente 
da proteína utilizada, as fibrilas de amilóide sintetizadas são longas, não ramificadas e com 
um diâmetro de 40 a 120 Å (60).  
                                   
Figura 20: Imagem obtida por coloração com Congo Red para identificação de 
fibrilas de amilóide (57). 
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Figura 21: Imagens obtidas por TEM (A) e por FTIR (B) para identificação de 
fibrilas de amilóide (57). 
A formação de fibrilas de amilóide a partir das proteínas globulares pode ocorrer 
por duas vias distintas sendo a via predominante a via do desenrolamento parcial, umas vez 
que a maioria destas proteínas precisa de se desenrolar, pelo menos parcialmente  para que 
haja formação das fibrilas de amilóide. Quando estas proteínas estão num estado de 
desenrolamento parcial, a sua tendência para formar agregados aumenta. Estudos in vitro 
mostram uma forte correlação entre a diminuição da estabilidade conformacional da 
estrutura nativa com o aumento na tendência para formar agregados de amilóide (60).  
Embora a maiorias das proteínas globulares forme fibrilas de amilóide pela via do 
desenrolamento parcial, em alguns casos a alteração da conformação só ocorre quando se 
dá agregação. Por exemplo, a formação de fibrilas de amilóide utilizando insulina é 
precedida por uma oligomerização em que o conteúdo de α-hélices da estrutura nativa é 
praticamente mantido e a formação das protofibrilas ricas em folhas β só ocorre numa fase 
posterior. Estudos in vitro da agregação de uma enzima, a Sso Acp, mostram que neste 
caso o desenrolamento parcial da proteína é 2 vezes mais lento do que a formação das 
protofibrilas quando a proteína é colocada sobre condições em que a estrutura nativa é 
termodinamicamente mais estável do que no estado de desenrolamento parcial (61). O 
primeiro passo na agregação da Sso AcP sobre estas condições é a formação de oligómeros 
que ainda se encontram enzimaticamente ativos. De seguida estes oligómeros sofrem uma 
reorganização estrutural para formar protofibrilas de amilóide ricas em folhas β perdendo a 
sua atividade enzimática (49). 
A 
B 
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Devido à estrutura e às características das proteínas, já referidas anteriormente, 
factores como pH, temperatura, concentração da proteína, agitação e força iónica 
influenciam a desnaturação e agregação das mesmas influenciando por isso, a velocidade e 
a morfologia das fibrilas sintetizadas in vitro, mesmo que a síntese seja efetuada com o 
mesmo peptídeo ou proteína, como é um exemplo de um estudo efetuado com o glucagon 
em que se verificaram diferenças morfológicas significativas às temperaturas de 25 e 50 ºC 
(62). Uma vez que a alteração das condições da produção de fibrilas leva à alteração da 
morfologia das mesmas, é possível deste modo manipular estas condições de modo a obter 
a morfologia desejada (62,63). 
A alteração do pH leva a alterações na estrutura dos agregados proteicos uma vez 
que a sua variação leva a alterações na distribuição de cargas na proteína. Tal foi 
observado com diversas proteínas e peptídeos, incluído o peptídeo Aβ1-40 e a insulina, onde 
se verificou que a alteração do pH influencia a velocidade de agregação assim como a 
morfologia das fibrilas (47,64). Embora o mecanismo de fibrilação da insulina não seja 
totalmente conhecido pensa-se que durante este processo ocorra dissociação dos 
oligómeros nativos em monómeros, que sofrem alterações estruturais tornando-os 
propensos à formação das fibrilas (Fig.22). Apesar da fibrilação da insulina poder ocorrer 
quer a pH ácido, aproximadamente 2 (65), quer a pH neutro, aproximadamente 7 (66), os 
valores de pH mais baixos favorecem a formação de monómeros mais facilmente que os 
valores de pH neutros, sendo por este motivo a fibrilogénese da insulina favorecida a pH’s 
baixos (47).  
 
Figura 22: Representação esquemática do mecanismo de fibrilação da insulina 
(47). 
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Pedersen et al. avaliaram a temperatura, a agitação e concentração de proteína para 
determinação das condições favoráveis para a rápida formação das fibrilas utilizando como 
proteína o glucagon. Neste estudo realizado a pH 2.5, verificaram que a temperatura 
ambiente, a alta concentração de glucagon e a síntese num meio agitado favoreciam a 
síntese das fibrilas (63). No caso da insulina, a sua alta concentração, a agitação e as 
temperaturas elevadas, aproximadamente 60-70ºC, favorecem a sua fibrilação (47,63,67).  
A força iónica também influencia a taxa de fibrilação uma vez que neutraliza o efeito 
repulsivo das forças entre os grupos com as mesmas cargas. Em estudos realizados com a 
insulina verificou-se que o aumento da força iónica utilizando cloreto de sódio em meio 
ácido, aumentava em 84 % a taxa de fibrilação (67).  
Recentemente os líquidos iónicos também têm sido utilizados na preparação de fibrilas 
de amilóide, uma vez que promovem os estados conformacionais mais propensos à 
agregação. Ambas as famílias de líquidos iónicos, apróticos e próticos  melhoram o 
processo de agregação através do melhoramento da interação nas pontes de hidrogénio e 
através da abilidade de transferência de protões, respetivamente (68,69). 
 
2.3.5 Aplicações das fibrilas de amilóide 
Devido à sua ultra-estrutura, as fibrilas de amilóide são mais resistentes do que as 
respetivas proteínas que a constituem a aumentos de temperatura e a agentes desnaturantes 
como dodecil sulfato de sódio (SDS). Estas fibrilas possuem uma resistência mecânica 
comparável à do aço e uma rigidez comparada à da seda (54). Para além das suas 
propriedades mecânicas, estas fibrilas possuem uma vantagem, relativamente aos 
polímeros sintéticos, uma vez que as unidades monoméricas que as constituem podem 
introduzir funções biológicas nestes materiais (54). Devido às suas propriedades, à sua 
biocompatibilidade e à facilidade de produção, as fibrilas de amilóide tornaram-se numa 
ferramenta atrativa nas áreas da nanotecnologia e da  bioengenharia. Algumas das suas 
aplicações consistem na produção de nanofios metálicos, na utilização como material de 
suporte para materiais bioativos, para reparação de tecidos, para libertação controlada de 
fármacos e para a produção de materiais compósitos (53,54,56).  
 
 
31 
 
2.3.5.1 Fibrilas de amilóide para a produção de nanofios 
A tendência natural para as proteínas ou peptídeos fibrilarem pode ser utilizada na 
produção de fibrilas que posteriormente funcionam como suportes para a adesão de outros 
materiais que não têm essa capacidade de agregação, tal como as nanopartículas metálicas. 
Este princípio foi utilizado para a produção de nanofios metálicos onde as fribrilas 
serviram de suporte para a deposição de nanoparticulas metálicas no seu exterior, 
conferindo assim condutividade elétrica a este material (Fig.23) (52,70). 
 
Figura 23: Nanofios baseados em amilóide (52) 
 Os nanotubos formados pela agregação do peptídeo difenilalanina são de particular 
interesse neste contexto uma vez que permitem a formação de fibrilas de amilóide em 
forma de tubo permitindo a deposição de metais interior e exteriormente resultando em 
nanofios com propriedades eletromagnéticas (52,55).   
 
2.3.5.2 Fibrilas de amilóide na libertação de fármacos 
Uma das possibilidades para a libertação controlada e prolongada de fármacos é a 
utilização de materiais que consigam armazenar o fármaco de forma estável e que 
permitam a sua libertação controlada e a sua ativação após a sua libertação. Neste contexto, 
as fibrilas de amilóide possuem as características necessárias para estas funções (52,53). 
 A GnRH (hormona libertadora de gonadotropina) e os seus análogos são utilizados 
como fármacos em diversas patologias como no cancro da próstata, cancro da mama, 
mioma uterino, entre outros. Embora a maioria destas patologias possa ser tratada com a 
aplicação de análogos da GnRH a longo termo, tal exige a administração subcutânea, 
diariamente, durante longos períodos de tempo verificando-se também uma variabilidade 
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muito grande da concentração do fármaco ao longo do dia subjacente à injeção. Juntamente 
com a necessidade de injeção frequente, os fármacos de origem proteica tal como a GnRH 
têm baixa biodisponibilidade e um tempo de semi-vida muito curto. Deste modo, há a 
necessidade de ultrapassar estes inconvenientes, estendendo o período em que o fármaco se 
mantem ativo para manter as concentrações dentro da janela terapêutica (53).   
Maji et al. sugeriram a utilização de fármacos proteicos com capacidade de formar 
fibrilas de amilóide antes ou imediatamente após a administração, permitindo deste modo 
formar uma reserva estável do fármaco com libertação de unidades monoméricas ativas ao 
longo do tempo. A estabilidade conferida pelas estruturas em folhas β mantém ainda o 
fármaco física, química e biologicamente inalterado (Fig.24). Estas fibrilas de amilóide 
podem também estabelecer ligações com glicosaminoglicanos que ajudam a estabilizar as 
fibrilas do fármaco e que conferem proteção contra a sua degradação. No entanto é 
necessário que haja um equilíbrio termodinâmico (fibrilas-monómeros) para que a 
libertação do fármaco ocorra ao longo do tempo. Deste modo não é necessária a injeção 
diária e a concentração deste fármaco no organismo é muito mais constante. Segundo este 
estudo, a sua longevidade da ação do nestas condições está diretamente relacionada com a 
capacidade da GnRH formar fibrilas de amilóide e pela reversibilidade do processo (53). 
 
 
Figura 24: Representação esquemática da libertação de análogos de GnRH pelas 
fibrilas de análogos de GnRH (53). 
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2.3.5.3 Fibrilas de amilóide como biomaterial para a cultura de células 
Como referido anteriormente, biomateriais tal como a celulose bacteriana já são 
utilizados como matriz para promover a adesão celular e promover o seu crescimento e 
desenvolvimento, permitindo deste modo a regeneração de tecidos como pele, osso e 
cartilagem. Para além da BC, existe uma gama de outros biomateriais baseados em 
colagénio, fibronectina, insulina e outras proteínas para o mesmo efeito (24,29,71,72). 
Gras et al. aplicaram com sucesso fibrilas de amilóide para adesão celular 
utilizando amilóides derivadas de sequências de aminoácidos da proteína transferrina e da 
sequência RGD, um adesivo celular biológico (73). 
Sakono et al. realizaram um estudo da possível utilização de um biomaterial para 
cultura de células utilizando fibrilas de amilóide e filamentos de amilóide, derivados de 
insulina. Estes filamentos de amilóide possuem uma morfologia diferente das fibrílias 
intactas devido à redução das ligações dissulfureto causada pela utilização um agente 
redutor, a tris(2-carboxiletil)fosfina (TCEP). Neste estudo mostraram que estas fibrilas, e 
em especial estes filamentos tratados com um agente redutor, aumentam a adesão celular e 
podem ser utilizados com sucesso como biomaterial para a cultura de células (71). Deste 
modo, as fibrilas de amilóide também são promissoras na sua utilização como matriz 
extracelular para suporte, proliferação e diferenciação das células (71,73). 
 
2.3.5.4 Compósitos de fibrilas de amilóide 
A partir da incorporação de nanomateriais em matrizes poliméricas é possível 
produzir novos materiais compósitos multi-funcionais. A incorporação destes 
nanomateriais nas matrizes poliméricas tem sido estudada de modo a melhorar as suas 
propriedades mecânicas, sendo os nanotubos de carbono (CNT) uma classe popular de 
nanomateriais utilizados na incorporação das matrizes dos polímeros com a finalidade de 
melhorar as propriedades mecânicas destes (74).Também foram produzidos diversos 
compósitos com a BC utilizando como material de reforço o quitosano, PLA, entre outros, 
de modo a melhorar as suas propriedades mecânicas e a conferir actividade biológica 
(4,15). Os filamentos proteicos também têm emergido como candidatos atrativos neste 
sentido por várias razões, nomeadamente, pelo facto de serem baseados em fontes 
renováveis, por serem biodegradáveis e biocompatíveis (74). 
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Oppenheim et al mostraram que a combinação de fibrilas de amilóide derivadas da 
lisozima com elastómeros de silicone proporciona alterações na rigidez deste material. 
Neste estudo também demonstraram que controlando a distribuição espacial das fibrilas na 
matriz dos elastómeros, é possível produzir materiais com melhores propriedades, 
nomeadamente o aumento do módulo elástico anisotrópico (74). Os autores demonstraram 
ainda que o endurecimento promovido pela adesão das fibrilas de amilóide é superior ao 
obtido pela adesão da mesma percentagem de nanotubos de carbono (74). 
Rao et al. combinaram fibrilas de amilóide derivadas de insulina de bovino com 
álcool polivinílico (PVOH) e estudaram as alterações nas propriedades deste polímero 
devido à inclusão das fibrilas. O PVOH reforçado com fibrilas de amilóide apresenta 
alterações na sua microestrutura, tendo-se verificado um aumento de 15% na sua rigidez 
relativamente ao PVOH (75). Noutro estudo, Byrne et al. prepararam e caracterizaram um 
novo biomaterial utilizando matrizes de ácido poli (L-lático) e fibrilas de amilóide 
derivadas da proteína lisozima. Este novo biomaterial de origem completamente renovável 
apresenta propriedades melhoradas relativamente ao PLA não reforçado, nomeadamente o 
aumento de 14 ºC na temperatura de transição vítrea e o aumento de resistência à rutura 
(69). 
 Contudo as fibrilas de amilóide nunca foram combinadas com um dos materiais 
renováveis mais estudados e mais promissores em diversas aplicações, a celulose 
bacteriana. O objetivo deste trabalho, consiste deste modo, na incorporação de fibrilas de 
amilóide em matrizes da celulose bacteriana de modo a criar um novo biomaterial com 
propriedades inovadoras para utilização na área biomédica. Para tal utilizam-se duas 
metodologias: incorporação da BC no meio de produção das fibrilas de amilóide e mistura 
da BC com as fibrilas de amilóide. 
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3. Parte experimental 
Este trabalho experimental foi realizado no sentido de estudar o processo de 
fibrilação da insulina na ausência e na presença de celulose bacteriana desintegrada, com o 
objectivo de combinar estes dois materiais para obtenção de filmes com propriedades 
melhoradas. 
3.1 Materiais e reagentes 
 
3.1.1 Insulina 
 As fibrilas de amilóide foram preparadas a partir da insulina de sérum de bovino 
adquirida na Sigma-Aldrich (MW: 5733.49 g/mol). Todos os outros reagentes utilizados 
foram de grau analítico. Todas as soluções utilizadas na produção das fibrilas de insulina 
foram preparadas com água Milli-Q deionizada e todos os materiais lavados também com 
água Milli-Q antes da sua utilização. 
 
3.1.2 Celulose bacteriana 
A celulose bacteriana utilizada neste trabalho foi produzida no nosso laboratório 
utilizando a espécie bacteriana G. sacchari e o meio de cultura Hestrin-Schramm (HS). 
Todos os reagentes utilizados na produção do meio de cultura foram adquiridos à Sigma-
Aldrich.  
 
3.1.2.1 Meio de cultura HS 
O meio de cultura HS utilizado é composto por 20 g/L de glucose, 5 g/L de estrato 
de levedura, 5 g/L de peptona, 2.7 g/L de Na2HPO4 e 1.15 g/L de ácido cítrico. O pH do 
meio foi sempre corrigido para 5 utilizando uma solução de NaOH 0.5 M. Antes da 
inoculação, o meio de cultura foi sempre autoclavado durante 20 minutos a 120 ºC. 
 
3.1.2.2 Inoculação 
A inoculação foi realizada adicionando 50 mL de meio de cultura HS a 10 mL do 
inóculo, deixando em meio estático durante um período de 3-4 dias a uma temperatura de 
30 ºC.  
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3.1.2.3 Purificação das membranas de celulose bacteriana 
Após a remoção das membranas do meio de crescimento, estas foram submetidas a 
três lavagens de uma hora com uma solução de NaOH 0.5 M a 80ºC, sob agitação, 
permitindo deste modo eliminar todas as células possivelmente ligadas à Celulose 
Bacteriana, sendo de seguida lavadas com água destilada, eliminando assim todos os 
resíduos do meio de cultura e ajustando o pH para aproximadamente 7. Numa fase seguinte 
as membranas foram lavadas com uma solução de hipoclorito de sódio 1% durante uma 
hora e novamente lavadas com água destilada. As membradas foram por fim, armazenadas 
a 4ºC até ao momento da sua utilização.   
 
 
3.2 Preparação das fibrilas de amilóide 
As fibrilas de amilóide foram preparadas de acordo com o procedimento descrito 
por Zako T et al. (59). Num primeiro passo dissolveu-se 20 mg de insulina de bovino em 1 
mL de uma solução aquosa de ácido clorídrico (HCl 40 mM) obtendo-se uma concentração 
de insulina de 20 mg/mL. Esta solução foi imediatamente diluída com 9 mL de uma 
solução aquosa de ácido acético (20% V/V), 100 mM NaCl, perfazendo um volume de 10 
mL de solução de insulina com uma concentração de 2 mg/mL e pH de 1.6. Esta solução 
foi então incubada em tubos de ensaio num banho a 70 ºC durante 13 horas. Para remoção 
da insulina não fibrilada foram efectuadas diálises com uma solução de 20% ácido acético 
e posteriormente água Milli-Q, durante 2 horas, utilizando o sistema de diálise Slide-A-
Lyzer Mini dialysis unit (10,000 MWCO). Para os controlos, soluções de proteína não 
fibrilada, retiraram-se 2 mL da solução de insulina 2 mg/mL antes da incubação no banho, 
tendo-se mantido estas soluções à temperatura ambiente no mesmo período de tempo (59). 
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3.3 Preparação da BC desintegrada 
Para a preparação da BC desintegrada, as membranas de BC foram sujeitas à ação 
de uma varinha mágica durante 15 minutos seguido de um tratamento com Ultra-Turrax 
por mais 15 minutos. Para a determinação da percentagem de BC desintegrada (BCd) seca, 
secaram-se várias réplicas da BCd húmida na estufa a 100 ºC durante 24 horas, permitindo 
deste modo calcular a percentagem usando a seguinte fórmula: % 𝐵𝐶𝑑𝑠𝑒𝑐𝑎 =
 
𝑚𝐵𝐶𝑑𝑠𝑒𝑐𝑎
𝑚𝐵𝐶𝑑ℎú𝑚𝑖𝑑𝑎
∗ 100. 
 
3.4 Fibrilação da insulina na presença de BC desintegrada 
A fibrilação de insulina na presença de BC desintegrada permitiu estudar o modo 
como as fibrilas de amilóide se formam na presença desta. De modo a manter as condições 
necessárias para que a fibrilação ocorra, foi necessário filtrar a BC desintegrada de modo a 
retirar o máximo de água possível, dispersando-se de seguida numa solução aquosa de 
ácido acético (20% V/V), 100 mM NaCl, mantendo-se desta forma o mesmo valor de pH 
da solução e a força iónica. A esta solução adicionou-se posteriormente a solução aquosa 
de HCl 40 mM com a insulina dissolvida para uma concentração de insulina de 2 mg/mL. 
Para obter amostras com diferentes proporções de BCd-AF, adicionaram-se diferentes 
quantidades de massa de insulina e de BCd, para diferentes volumes finais, tal como indica 
a Tabela 2. 
Tabela 2: Valores das massas de insulina e BCd, volumes das soluções de HCl 40 mM e 
ácido acético 20% 100 mM NaCl e volumes totais para diferentes proporções de BCd-AF. 
Proporção (m/m) 
BCd-AF 
Volume 
total (mL) 
massa 
Insulina (mg) 
Volume 
HCl 40 
mM (mL) 
massa 
BCd seca  
(mg) 
Volume ácido acético 
20% 100 mM NaCl 
(mL) 
1-0,25 2,5 5 0,25 20 2,25 
1-0,50 5,0 10 0,50 20 4,50 
1-1,00 7,5 15 0,75 15 6,75 
 
À semelhança do procedimento anterior, estas soluções foram incubadas a 70ºC 
durante um período de 13 horas, seguido das diálises com ácido acético 20% e com água 
milli-Q. 
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3.5 Preparação dos filmes de BCd-AF a partir das suspensões da fibrilação na 
presença de BCd 
Os filmes de BCd-AF foram preparados a partir das suspensões obtidas na 
fibrilação na presença da BCd utilizando uma massa total de 30 mg para cada filme. Para 
homogeneizar as suspensões foi necessário dispersa-las num volume de 80 mL de água 
milli-Q, utilizando a varinha mágica e o Ultra-Turrax. As suspensões homogeneizadas 
foram por fim filtradas com filtros com poros de 0.2 µm e deixadas a secar na estufa a 
40ºC durante 24 horas. Foi preparado um filme de BCd através de filtração, que serve 
como controlo para os filmes com BCd-AF. 
 
3.6 Preparação dos filmes de BCd-AF por mistura 
Para a preparação dos filmes de BCd-AF foi necessário pesar a massa de BCd 
húmida correspondente à massa de BCd seca necessária para cada ensaio. À suspensão de 
BCd foi acrescentado o volume de suspensão de AF correspondente à massa de AF 
necessária para cada ensaio, calculado a partir da concentração de fibrilas. De modo a 
homogeneizar as duas suspensões, estas foram sujeiras a agitação magnética durante 15 
minutos. Para obter filmes com diferentes proporções de BCd-AF, adicionaram-se 
diferentes quantidades de massa de AF e de BCd, como indicado na Tabela 3. 
Tabela 3: Valores de massa de AF, BCd seca, BCd húmida e massa total para diferentes 
proporções de BCd-AF. 
Proporção (m/m)            
BCd-AF 
massa AF 
(mg) 
massa BCd 
húmida (g) 
massa BCd 
seca (mg) 
massa 
total 
1-0,25 15 3,49 15 30 
1-0,50 10 4,65 20 30 
1-1,00 6 5,58 26 30 
 
As suspensões homogeneizadas foram posteriormente filtradas com filtros com 
poros de 0.2 µm e deixadas a secar na estufa a 40ºC durante 24 horas. Foi também 
preparado um filme de BCd que serve como controlo para os filmes com BCd-AF, a 
diferentes proporções (m/m). 
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3.7 Métodos de caracterização  
 
3.7.1 Determinação da concentração de insulina e taxa de conversão em fibrilas 
de amilóide 
A concentração inicial de insulina foi calculada por espectofotometria de 
ultravioleta a 276 nm, utilizando o equipamento UV-1800 SHIMAZU, utilizando um 
coeficiente de extinção de 1.0 cm
-1
mg
-1
mL (76). Para a determinação da concentração final 
a suspensão de insulina incubada foi centrifugada a 15.000 rpm durante 60 minutos e foi 
medida a absorvância do sobrenadante. O teor de fibrilas de amilóide foi calculado pela 
subtração da concentração final (sobrenadante após incubação) à concentração inicial de 
insulina.  
A taxa de conversão em fibrilas foi calculada pela seguinte fórmula: 
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 = (1 −
𝐶𝑓
𝐶𝑖
) × 100, onde Ci corresponde à concentração inicial de 
insulina e Cf corresponde à concentração final de insulina no sobrenadante após a 
centrifugação. 
 
 
3.7.2 Deteção da formação de folhas beta por ensaios de Tioflavina T 
Para obtenção dos espetros de fluorescência prepararam-se soluções de Tioflavina 
T 0.9 mg/mL num tampão fosfato (PBS), que posteriormente foram filtradas utilizando 
uma seringa com um filtro com poros de 0.2 µm. Após uma diluição de 50 vezes, 
adicionou-se 30 µL das suspensões de AF (ou suspensões de BCd-AF) a 3 mL desta 
solução diluída. Os espetros de fluorescência foram obtidos num FluoroMax-3 (Horiba 
Jobin-Ivon) a um comprimento de onda de excitação de 450 nm a 25 ºC, com slits de 5 nm. 
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3.7.3 Microscopia eletrónica de varrimento em modo transmissão (STEM) 
As suspensões de AF e as suspensões de BCd-AF para STEM foram diluídas em 
água Milli-Q para uma concentração de fibrilas de amilóide de 1 mg/mL. As grelhas de 
cobre revestidas com filme de carbono foram então mergulhadas nas amostras diluídas 
removendo-se o excesso de suspensão com papel de filtro, corando-se de seguida com uma 
solução de ácido fosfotúngstico (PTA) 10 mg/mL. 
 
 
 
3.7.4 Microscopia eletrónica de varrimento (SEM)  
 A preparação dos filmes de BCd-AF para SEM consistiu na colocação dos mesmos 
em fita-cola de carbono num suporte de alumínio. As imagens foram obtidas com 
diferentes ampliações usando um microscópio FE-SEM Hitachi SU70-47 operado a 15.0 
kV. 
 
 
 
3.7.5 Microscopia de epi-fluorescência 
Para a visualização das fibrilas por microscopia de epi-fluorescência colocou-se 
uma gota da suspensão de fibrilas numa lâmina de microscópio e acrescentou-se uma gota 
da solução de Tioflavina T diluída colocando por fim uma lamela sobre a suspensão. Esta 
técnica permite distinguir as fibrilas de amilóide das fibras de celulose uma vez que as 
fibras de celulose não emitem fluorescência. Para a análise dos filmes de BCd-AF colocou-
se uma parte do filme sobre uma lâmina adicionando-se de seguida uma gota da solução de 
Tioflafina T, cobrindo-se por fim com uma lamela. As imagens foram obtidas utilizando 
uma câmara AxioCam HRc incorporada num microscópio Zeiss MC80 Axioplan 2 light, 
equipado com microscopia de epi-fluorescência, a diferentes ampliações, utilizando um 
filtro DAPI49.  As imagens são obtidas a preto e branco, sendo depois tratadas com o 
software ImageJ para obter a tonalidade observada no microscópio (azul). 
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3.7.6 Determinação da intensidade de epi-fluorescência nos filmes BCd-AF 
A determinação da intensidade de epi-fluorescência foi calculada a partir de um 
software escrito em Python 2.7 criado para o efeito. Este software permitiu analisar as 
imagens obtidas a preto e branco no microscópio de epi-fluorescência e atribuir um valor 
de intensidade de epi-fluorescência. Para tal o software atribui um valor na escala dos 
cinzentos (de 0 a 255, onde 0 corresponde ao preto e 255 ao branco) a cada pixel da 
imagem, ignorando todos os valores abaixo de 30 de forma a ignorar partes da imagem 
onde não haja filme de BCd-AF. A intensidade de epi-luorescência é depois calculada sob 
a forma de percentagem pela seguinte fórmula: 
 
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑝𝑖 − 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
∑ 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑛𝑎 𝑒𝑠𝑐𝑎𝑙𝑎 𝑑𝑜𝑠 𝑐𝑖𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑖𝑠
255∗𝑛º 𝑑𝑒 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑖𝑠
∗ 100. 
 
 
 
3.7.7 Análise Mecânica Dinâmica (DMA) dos filmes de BCd 
  Os ensaios de DMA foram realizadas num equipamento  Triton Tecnhologies, 
Tritec 2000 a trabalhar no modo de tensão. As análises foram efectuadas com frequências 
de 1 e 10 Hz, a temperaturas entre os -100 e os 150ºC, com uma velocidade de varrimento 
de 2ºC/min e uma amplitude de deformação de 0.01 mm. 
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4. Resultados e discussão  
Este trabalho iniciou-se com a produção de fibrilas de amilóide utilizando como 
proteína a insulina de bovino. Após a sua produção e caracterização, procedeu-se à 
produção das fibrilas de amilóide na presença de celulose bacteriana desintegrada, 
permitindo estudar o processo de fibrilação na presença de nanofibras de celulose, assim 
como o modo como as fibrilas se formam na presença destas. Posteriormente, de modo a 
criar novos biomateriais com a BCd e as AF, foram produzidos filmes de BCd-AF com 
diferentes proporções (m/m) através da filtração das suspensões obtidas na fibrilação e por 
mistura de BCd e AF. 
 
4.1 Preparação das fibrilas de amilóide a partir da insulina de bovino 
Tal como referido anteriormente, as fibrilas de amilóide são insolúveis em soluções 
aquosas, podendo formar precipitados ou suspensões que se podem observar através da 
alteração da turbidez e da viscosidade das soluções (67).  
 
Figura 25: Turbidez da solução de insulina antes da incubação (esquerda) e após a 
incubação (direita). 
 
A Fig. 25 mostra a solução de insulina antes (tubo do lado esquerdo) e depois (tubo 
do lado direito) da incubação, observando-se uma clara diferença a nível de turbidez. A 
solução de insulina que foi preparada para incubação apresentava-se inicialmente 
transparente e não viscosa, contrariamente à suspensão que se obteve no final das 13 horas 
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de incubação onde foi possível observar uma suspensão branca e muito mais viscosa que a 
solução inicial.  
Uma vez que estas observações são indicadoras da formação de fibrilas, de seguida 
procedeu-se à determinação das concentrações iniciais e finais de insulina e à análise das 
amostras por espectroscopia de fluorescência utilizando como corante a Tioflafina T.   
 
4.1.1 Determinação da concentração inicial e final da solução de insulina em 
solução  
A determinação de concentração inicial e final de insulina em solução permite 
indirectamente prever se ocorreu fibrilação. Neste sentido, foi calculada a concentração 
inicial de proteína para cada um das réplicas através de lei de Lambert–Beer, utilizando o 
coeficiente de extinção referenciado na literatura de 1.0 cm
-1
mg
-1
mL para a insulina (76). 
Para determinação da concentração final de insulina, centrifugou-se a solução de 
proteína, após a incubação, durante 60 minutos a 15.000 rpm, de modo a que as fibrilas 
possivelmente formadas durante a incubação se depositassem no precipitado enquanto a 
insulina não fibrilados permanecesse dissolvida no sobrenadante. Pelo mesmo método 
utilizado anteriormente foi possível calcular a concentração de proteína no sobrenadante, 
designada de concentração final. 
Tabela 4: Valores de absorvância inicias e finais a 276 nm e respetivas concentrações 
iniciais e finais de insulina. 
Réplicas 
Abs. 
Inicial 
(276nm) 
Fator de 
diluição 
incial 
Concentração 
inicial 
(mg/mL) 
Abs. 
final 
(276 
nm) 
Fator 
de 
diluição 
final 
Concentração 
final 
(mg/mL) 
1 0,930 2 1,860 0,007 1 0,007 
2 0,389 4 1,556 0,110 1 0,110 
3 0,835 2 1,670 0,020 1 0,020 
   
Valor 
Médio=1,695   
Valor 
Médio=0,106 
 
  
 Pela análise da Tabela 4 é possível observar uma diminuição da concentração de 
insulina dissolvida após a incubação sugerindo que ocorreu o processo de fibrilação. 
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4.1.2 Deteção de folhas beta por ensaio Tioflavina T 
 
A Tioflavina T é um corante que possui a capacidade de se ligar às folhas beta das 
fibrilas de amilóide, emitindo fluorescência a um comprimento de onda específico, por 
volta dos 480 nm. Por este motivo, o ensaio da Tioflavina T é um teste rápido para 
confirmar a formação de folhas beta. 
 
Figura 26: Espetro de fluorescência de uma suspensão de fibrilas de amilóide. 
 
A análise dos espetros da Fig. 26 indicam claramente que nas soluções de insulina 
sujeitas a incubação houve formação de folhas beta, estrutura predominante nas fibrilas de 
amilóide, dado que se observa um pico de emissão por volta dos 480 nm. Por outro lado, 
no controlo e no branco (9 mL solução aquosa de ácido acético (20% V/V), 100 mM NaCl 
para 1 mL solução aquosa de HCl 40 mM)  não se observa qualquer pico de emissão 
relevante a este comprimento de onda, tal como esperado. Este resultado vem de encontro 
aos resultados da viscosidade e turbidez e da diminuição da concentração de insulina após 
incubação indicando a possível formação de fibrilas de amilóide, sendo no entanto 
necessário utilizar a microscopia eletrónica de varrimento em modo transmissão para 
confirmar a sua existência, e verificar a sua morfologia.  
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4.1.3 Análise das fibrilas de amilóide por STEM 
A utilização da microscopia eletrónica de varrimento em modo de transmissão 
permitiu confirmar a formação de fibrilas e estudar desta forma a sua morfologia, 
nomeadamente fazer as medições dos seus comprimentos e diâmetros.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: Imagem de STEM da suspensão de fibrilas de amilóide a 15,0 kV com 
diferentes ampliações. 
 
As imagens da Fig. 27 permitem concluir que se formaram fibrilas longas e não 
ramificadas. Os pontos negros que aparecem ao longo das imagens correspondem ao 
excesso do corante PTA. Com o auxílio do software ImajeJ foi possível medir o 
comprimento e o diâmetro das fibrilas e obter os seguintes diagramas de caixa. 
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Figura 28: Diagramas de caixa da distribuição do comprimento (A) e do diâmetro 
(B) das fibrilas de amilóide (n=200). 
 
O diagrama de caixa A da Fig. 28 mostra a distribuição do comprimento das fibrilas 
em nanómetros, onde a linha horizontal no interior da caixa representa a mediana (537.9 
nm) e o quadrado no interior da caixa representa a média (657.2 nm). O valor do 
comprimento mínimo medido foi de 129.1 nm e o valor máximo de 2601.8 nm. O 
diagrama mostra ainda que 50% das fibrilas apresentam um comprimento entre os 400 e 
800 nm, aproximadamente. 
O diagrama de caixa B corresponde à distribuição do diâmetro das fibrilas em 
nanómetros, com uma média de 32.7 nm e uma mediana de 30.4 nm. O valor de diâmetro 
mínimo medido foi de 10.1 nm e o valor máximo de 86.3 nm. 50% dos valores medidos 
situam-se entre os 20 e 40 nm. 
Os comprimentos das fibrilas obtidas neste trabalho, assim como a morfologia 
observada vão de encontro ao descrito na literatura por Ramirez-Alvarado et al. e Zako T 
et al. (54,59,60). No entanto, o diâmetro médio descrito por estes autores, cerca de 10 nm é 
inferior ao diâmetro médio obtido nas fibrilas aqui produzidas (aproximadamente 32 nm). 
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4.1.4 Determinação do teor de AF e taxa de conversão de insulina em AF 
 
 Uma vez confirmada a formação das fibrilas de amilóide é possível admitir que a 
diferença entre a concentração inicial e a concentração final corresponde à insulina 
fibrilada, sendo assim possível calcular o teor de fibrilas de amilóide. A taxa de conversão 
foi calculada pela seguinte fórmula: 𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 = (1 −
𝐶𝑓
𝐶𝑖
) × 100.  
 
Tabela 5: Concentrações iniciais e finais de insulina, quantidade de fibrilas de amilóide e 
taxa de conversão de insulina em fibrilas de amilóide. 
Ensaios Concentração 
inicial (mg/mL) 
Concentração final            
(mg/mL) 
Quantidade de 
fibrilas (mg/mL) 
Taxa de conversão                                
(%) 
1 1,860 0,007 1,850 99,62 
2 1,556 0,110 1,446 92,93 
3 1,670 0,020 1,650 98,80 
 
  
Valor 
médio=1,649 
Valor      
médio=97,12 
 
O teor médio de fibrilas de amilóide registado foi de 1,649 mg/mL com uma taxa 
de conversão da insulina em fibrilas de 97,12%. A taxa de conversão obtida neste trabalho 
é semelhante à descrita na literatura ( 97.5%) (59). 
 
 
 
4.1.5 Determinação da percentagem de BCd seca 
 
A percentagem de BCd seca foi calculada pela secagem da BCd na estufa a 100ºC 
de modo a determinar a BCd húmida necessária para obter a massa de BCd seca para cada 
ensaio. Para o ensaio da fibrilação da insulina na presença de BCd foi obtido um valor de 
0.27% e para o ensaio da produção dos filmes de BCd-AF por mistura foi obtido um valor 
de 0.43%. 
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4.2 Fibrilação da insulina na presença de BC desintegrada 
 
Uma vez concluído o processo de identificação e caracterização morofológica das 
fibrilas de amilóide, estudou-se o processo de fibrilação da insulina na presença da BCd, 
com diferentes proporções BCd-AF.  
Tal como referido anteriormente, as diferenças a nível de viscosidade e turbidez 
antes e depois da incubação sugerem se ocorreu ou não fibrilação. No entanto, uma vez 
que a adição da BCd à solução de insulina tornou a solução inicial turva e viscosa, não foi 
possível, neste caso, observar diferenças significativas após a incubação destas amostras. 
Verificou-se no entanto a formação de aglomerados de difícil dispersão (Fig.29). 
 
 
 
Figura 29: Agregados formados na suspensão de BCd-AF após utilização do Ultra-
Turrax. 
 
 Uma vez que não foram observadas diferenças significativas a nível de viscosidade 
e turbidez procedeu-se à determinação das concentrações iniciais e finais de insulina 
dissolvida, como forma de avaliar a ocorrência de fibrilação. 
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4.2.1 Determinação da concentração inicial e final de insulina dissolvida na 
fibrilação na presença de BCd 
 
Pelos mesmos métodos utilizados anteriormente, procedeu-se ao cálculo das 
concentrações iniciais e finais de insulina em solução para cada uma das proporções de 
BCd-AF de modo a prever se ocorreu o processo de fibrilação.  
 
Tabela 6: Valores de absorvância a 276 nm e respetivas concentrações iniciais e finais de 
insulina dissolvida. 
Amostra 
Proporção 
(m/m)     
BCd-AF 
Abs. 
inicial 
(276 nm) 
Fator de 
diluição 
inicial 
Concentração 
inicial 
(mg/mL) 
Abs. 
Final 
(276nm) 
Fator 
Diluição 
final 
Concentração 
final (mg/mL) 
A1-0,25 1-0,25 0,122 20 2,44 0,065 2 0,130 
A1-0,50 1-0,50 0,101 20 2,02 0,029 1 0,029 
A1-1,00 1-1,00 0,108 20 2,16 0,025 1 0,025 
 
 Pela análise da Tabela 6 é possível verificar uma diminuição da concentração de 
insulina após incubação, em todas as proporções de BCd-AF, tal como acontece na 
fibrilação na ausência da BCd. Mais uma vez foi necessário analisar as amostras de BCd-
AF por espectroscopia de fluorescência de modo a verificar a formação de folhas beta. 
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4.2.2 Deteção de folhas beta nas suspensões BCd-AF pelo ensaio Tioflavina T  
Dado que a Tioflavina T é um corante que se liga especificamente às folhas beta e 
que a celulose bacteriana não possui na sua composição folhas beta, é também possível 
utilizar este método para estudar a fibrilação da proteína nestas condições.  
 
 
 
Figura 30: Espetros de fluorescência das amostras de BCd-AF nas proporções (1-
0.25; 1-0.50; 1-1) e respetivos controlos. 
 
 Os espetros de fluorescência da Fig. 30 mostram que as amostras (designadas com 
A) possuem um pico mais intenso a 480 nm do que os respectivos controlos (designados 
com C), comprovando a formação de folhas beta. É também possível verificar que a 
intensidade dos picos de fluorescência varia com as amostras embora o teor de fibrilas seja 
semelhante entre as amostras. No entanto, esta técnica não foi utilizada para fins 
quantitativos uma vez que houve variações nas condições, tal como a quantidade de BCd 
adicionada a cada amostra.  
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4.2.3 Análise das suspensões de BCd-AF por STEM 
Dadas as diferenças morfológicas, nomeadamente a nível das suas dimensões, é 
possível distinguir as nanofibras de celulose da BCd das fibrilas de amilóide através da 
análise por STEM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31: Imagens de STEM das amostras de BCd (A) e  BCd-AF nas proporções 
(1-0.25 (B); 1-0.50 (C); 1-1,00 (D)).  
 
 Na imagem A da Fig. 31 é possível observar a estrutura típica das nanofibras de 
celulose, onde não se observa nenhuma estrutura com as dimensões das fibrilas de 
amilóide. Nas imagens B, C e D, além das nanofibras de celulose é possível observar 
fibrilas de amilóide, algumas das quais dispersas na solução e outras associadas às 
nanofibras de celulose. As setas vermelhas apontam para algumas das fibrilas, dispersas e 
associadas, com indicação dos respetivos comprimentos. Os comprimentos das fibrilas 
305nm 
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obtidas nas amostras na presença de BCd são semelhantes aos das fibrilas obtidas na sua 
ausência.  
 É ainda possível observar que, tal como era esperado, com o aumento da proporção 
da massa de AF em relação à massa de BCd, aumenta a quantidade de fibrilas quer 
dispersas quer associadas com a BCd. 
 
4.2.4 Determinação do teor de AF e taxa de conversão de insulina em AF na 
fibrilação na presença de BCd 
 
Tabela 7: Valores das concentrações iniciais e finais de insulina, teor de fibrilas e taxas de 
conversão de insulina em fibrilas de amilóide na presença de BCd. 
Proporção  
(m/m)              
BC-AF 
Concentração 
inicial insulina 
(mg/mL) 
Concentração 
final insulina 
(mg/mL) 
Teor de fibrilas 
(mg/mL) 
Taxa de conversão 
(%) 
1-0,25 2,440 0,130 2,310 94,67 
1-0,50 2,020 0,029 1,991 98,56 
1-1,00 2,160 0,025 2,135 98,84 
   
Valor médio= 2,145  Valor médio= 97,36 
 
 Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram mais uma vez uma diminuição da 
concentração de insulina dissolvida, indicando que ocorreu a sua fibrilação na presença de 
BCd. Ao comparar as tabelas 5 e 7 é possível observar que a taxa de conversão de insulina 
em fibrilas é idêntica, independentemente da presença ou ausência de BCd, cerca de 97%. 
Isto indica que a presença da BCd não influencia a taxa de fibrilação de insulina.  
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4.2.5 Análise das suspensões de AF-BCd por Microscopia de epi-fluorescência 
  
A microscopia de epi-fluorescência oferece uma perspectiva diferente na 
visualização das fibrilas, sendo útil na diferenciação entre as fibrilas de amilóide e as fibras 
de celulose bacteriana.  
 
Figura 32: Imagens obtidas por microscopia de epi-fluorescência das fibrilas de 
amilóide (à esquerda) com ampliação de 630x e das fibras de celulose (à direita) com 
ampliação de 200x. 
 
Tal como era esperado, é possível observar na Fig. 32 que, contrariamente às fibras 
de celulose, as fibrilas de amilóide emitem fluorescência e são por isso visíveis através da 
microscopia de epi-fluorescência. Embora a análise por STEM permita a visualização das 
fibrilas associadas à BCd, não é possível observar se as mesmas também se encontram 
sobrepostas às nanofibras de BCd. Deste modo, a utilização desta técnica permite não só 
visualizar as fibrilas associadas às nanofibras de BCd mas também visualizar se as fibrilas 
estão sobrepostas às fibras de BCd.  
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Figura 33: Imagens obtidas por microscopia de epi-fluorescência das suspensões 
obtidas da fibrilação de insulina na presença de BCd nas seguintes proporções (m/m) de 
BCd - AF: 1-0,25 (A); 1-0,50 (B);  1-1,00 (C)  a uma ampliação de 200x. 
Na imagem A, da Fig. 33, à semelhança das imagens de STEM, são visíveis as 
fibrilas de amilóide associadas às nanofibras da celulose bacteriana. Além disso, as 
imagens de epi-fluorescência permitem observar que as fibras de celulose aparentam 
fluorescer (setas a vermelho). Dado que as fibras de celulose não fluorescem, tal como 
referido anteriormente, a fluorescência só pode ser causada pela presença das AF. Estes 
resultados são sugestivos de que as AF crescem em torno das fibras de BCd. Na imagem B, 
verifica-se um aumento da intensidade de fluorescência, causada pelo aumento da 
proporção de AF relativamente à BCd. Nesta proporção de BCd-AF, as fibras de BCd 
aparecem bem definidas com fluorescência causada pelas fibrilas de amilóide. Na imagem 
C não é possível observar a forma fibrilar das fibras de BCd uma vez que há uma grande 
intensidade de fluorescência devido à proporção de AF para BCd  de 1 para 1. 
A 
C 
B 
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De acordo com os resultados da taxa de fibrilação e do comprimento das fibrilas, 
concluímos que a presença de BCd não afeta o processo de fibrilação da insulina. O facto 
de algumas fibrilas estarem associadas às fibras de BCd pode permitir a produção de novos 
materiais baseados em celulose bacteriana, com novas propriedades. Com base nisto, 
foram produzidos filmes de BCd-AF com diferentes proporções (m/m) a partir das 
respetivas suspensões. 
4.3 Filmes de BCd-AF produzidos a partir das suspensões na fibrilação da 
insulina na presença de BCd 
Tal como referido anteriormente, as amostras de BCd-AF formaram aglomerados 
de difícil dispersão. Numa tentativa de dispersar os aglomerados, as suspensões foram 
diluidas para um volume final de 80 mL e colocaram-se sob agitação magnética durante 24 
horas, não se conseguindo dispersar as mesmas. Por esta razão, as suspensões foram então 
tratadas com o Ultra-Turrax e com a varinha mágica, verificando-se que após a utilização 
da varinha mágica, os aglomerados foram desfeitos e as suspensões ficaram homogeneas, 
permitindo assim a filtração das mesmas para obtenção dos filmes. As suspensões de BCd-
AF com diferentes proporções (m/m) resultaram em filmes de BCd com diferentes 
quantidades de AF. Para controlo foi produzido um filme de BCd, onde a celulose 
bacteriana desintegrada foi sujeita às mesmas condições de desintegração das amostras 
(Ultra-Turrax e varinha mágica). 
 
4.3.1 Análise por microscopia de epi-fluorescência dos filmes de BCd-AF 
produzidos a partir das suspensões da fibrilação de insulina na presença de 
BCd 
Após a produção dos filmes, estes foram analisados por microscopia de epi-
fluorescência, no sentido de confirmar a presença das fibrilas e ver se estas se encontram 
dispersas no filme. No entanto, contrariamente ao esperado, não foi observável 
fluorescência em nenhum dos filmes, independentemente da proporção de AF. Este 
resultado indica que possivelmente houve destruição das folhas beta das fibrilas de 
amilóide durante o processo de dispersão usando o Ultra-Turrax e a varinha mágica.   
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4.3.2 Análise por STEM dos filmes de BCd-AF produzidos a partir das 
suspensões da fibrilação da insulina na presença de BCd 
 
Embora o processo de dispersão pudesse ter danificado as fibrilas, levando-as a não 
emitir fluorescência, os filmes obtidos foram analisados por SEM de modo a analisar a 
morfologia dos mesmos, conforme ilustrado na Fig. 34. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34: Imagens de SEM dos filmes de BCd no corte horizontal (A) e 
transversal (C) e dos filmes de BCd-AF na proporção (m/m) de 1 para 1 no corte horizontal 
(B) e transversal (D). 
 
A 
D C 
B 
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Embora a microscopia de epi-fluorescência sugira que houve destruição das folhas 
beta das fibrilas de amilóide, na análise das imagens de SEM dos filmes obtidos é possível 
ver diferenças morfológicas quer no corte horizontal quer no corte transversal, sendo 
provável que essas diferenças tenham resultado da presença das fibrilas de amilóide 
durante uma parte do processo. No entanto seriam necessárias outras análises de 
caracterização, tal como TGA (análise termogravimétrica) e DMA (análise mecânica 
dinâmica) para ver se existem alterações nas características destes materiais. 
 
 
4.4 Filmes de BCd-AF produzidos por mistura da BCd com as AF 
 
Durante o processo de produção dos filmes a partir das suspensões da fibrilação na 
presença de BCd, houve uma possível degradação das fibrilas de amilóide, não sendo por 
isso possível observar qualquer fluorescência na microscopia de epi-fluorescência. Por este 
motivo, procedeu-se à produção dos filmes de BCd-AF por um método alternativo (por 
mistura das suspensões de Bcd com as AF), garantindo deste modo que as AF não sejam 
degradadas durante o processo. Assim, adicionou-se a suspensão de AF à suspensão de 
BCd, homogeneizando a suspensão final por agitação magnética. Por fim esta suspensão 
foi filtrada e seca na estufa a 40ºC. 
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4.4.1 Análise de SEM dos filmes de BCd-AF produzidos por mistura da Bcd com 
as AF 
 
Após a secagem, os filmes de BCd e de BCd-AF foram analisados por SEM, 
obtendo-se as seguintes imagens.  
Figura 35: Imagens de SEM dos filmes de BCd (A) e dos filmes de BCd-AF na 
proporção (m/m) de 1-0.25 (B), 1-0.50(C) e 1-1.00(D), produzidos por mistura a uma 
ampliação de 25.0k. 
Na imagem A da Fig. 35, correspondente ao filme de BCd, observou-se nitidamente 
as nanofibras de celulose bacteriana e a sua estrutura tridimensional típica. Nas imagens B, 
C e D, correspondentes aos filmes de BCd com as AF’s, verificou-se uma diferença na sua 
morfologia comparativamente ao filme de BCd, nomeadamente o aparecimento de um 
novo material sobreposto às fibras de celulose. Com o aumento da proporção m/m das AF 
nos filmes, há uma diminuição da visualização das nanofibras de celulose e um aumento da 
matéria sobreposta a estas mesmas nanofibras. Estas alterações na morfologia dos filmes 
sugerem a presença das fibrilas de amilóide ou de resíduos destas. No entanto através da 
análise por SEM não foi possível confirmar se este material corresponde às fibriladas ou 
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não, pelo que se recorreu à análise dos filmes por microscopia de epi-fluorescência, onde a 
existência de fluorescência confirma a existência de folhas beta. 
 
4.4.2 Análise por microscopia de epi-fluorescência dos filmes de BCd-AF 
produzidos por mistura 
 
Após verificadas alterações na morfologia utilizando o SEM, procedeu-se à análise 
dos filmes por microscopia de epi-fluorescência, de modo a confirmar a existência das 
fibrilas nestes filmes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36: Imagens obtidas por microscopia de epi-fluorescência dos filmes de 
BCd (A) e de BCd-AF nas seguintes proporções (m/m) de BCd - AF: 1-0,25 (B); 1-0,50 
(C);  1-1,00 (D)  a uma ampliação de 200x. 
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As imagens da Fig. 36 de microscopia de epi-fluorescência revelam a presença de 
AF nos filmes de BCd-AF (B,C,D), uma vez que se observa fluorescência, contrariamente 
ao filme de BCd (A), onde não se observou qualquer fluorescência. Como seria de esperar, 
com o aumento da proporção da massa de AF, verifica-se um aumento da fluorescência 
dos filmes. 
 
4.4.3  Determinação da percentagem de fluorescência dos filmes de BCd-AF 
produzidos por mistura 
 
Embora nas imagens B,C e D da Fig. 35 se observe um aumento visível de 
fluorescência, foi criado um sotfware de modo a quantificar a percentagem de 
fluorescência calculada pela fórmula apresentada na parte experimental. Os resultados 
obtidos estão apresentados na Tabela 8. 
 
 
Tabela 8: Valores de intensidade de epi-fluorescência dos filmes de BCd-AF com 
diferentes proporções (m/m). 
Proporção (m/m)       
BCd-AF 
Percentagem de epi-
fluorescência 
1-0,25 23% 
1-0,50 42% 
1-1,00 75% 
 
 Os resultados apresentados na Tabela 8 vão de encontro ao esperado uma vez que 
houve um aumento da intensidade de epi-fluorescência com o aumento da percentagem de 
massa das AF. Estes valores revelam um aumento de epi-fluorescência de 45% com o 
aumento da proporção (m/m) de 1-0.25 para 1-0.50 e um aumento de 44%  da proporção 
(m/m) de 1-0.50 para 1-1.00. 
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4.4.4  Análise por DMA dos filmes de BCd e BCd-AF produzidos por mistura da 
BCd com as AF 
 
Após a confirmação da presença das fibrilas nos filmes de BCd-AF procedeu-se à 
análise dos mesmos por DMA, uma técnica utilizada para estudar o comportamento termo-
mecânico dos materiais. Dado que não foi possível a análise dos filmes de BCd-AF nas 
proporções 1-0.50 e 1-1.00 uma vez que estes quebraram antes da sua análise, procedeu-se 
apenas à análise dos filmes de BCd e BCd-AF na proporção 1-0.25, obtendo-se o seguinte 
gráfico do módulo de tensão (Pa) e da tangente delta em função da temperatura.   
 
 
  
Figura 37: Módulo da tensão (Pa) e tangente delta em função da temperatura para 
os filmes de BCd e de BCd-AF na proporção (m/m) de 1-0.25. 
 Pela análise da Fig. 37, verifica-se que o módulo da tensão em função da 
temperatura é idêntico para os dois filmes. Este resultado permite concluir que a 
incorporação das fibrilas de amilóide em filmes de BCd, na porporção de BCd-AF de 1-
0.25 não influencia as propriedades termo-mecânicas do material. Dado que não foi 
possível analisar os filmes de BCd-AF de 1-0.50 e 1-1.00 não é possível determinar se o 
aumento da proporção de fibrilas de amilóide altera as propriedades destes materiais.    
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0,80
0,90
1,00
1,00E+01
1,00E+02
1,00E+03
1,00E+04
1,00E+05
1,00E+06
1,00E+07
1,00E+08
1,00E+09
1,00E+10
1,00E+11
-60,0 -10,0 40,0 90,0
T
a
n
 D
e
lt
a
 
M
ó
d
u
lo
 (
P
a
) 
Temperatura (ºC) 
Propriedades Dinâmicas vs Temperatura Módulo filme
BCd
Módulo filme
BCd-AF
Tan Delta
filme BCd
Tan Delta
filme BCd-AF
63 
 
5. Conclusões 
 
Durante este trabalho prático foram preparadas com sucesso fibrilas de amilóide a 
partir de insulina de bovino. Os ensaios de UV e de espectroscopia de fluorescência foram 
indicativos da existência das fibrilas e o STEM permitiu a sua confirmação e o estudo da 
sua morfologia. As fibrilas obtidas apresentam a morfologia e as dimensões descritas na 
literatura.  
Após a confirmação da existência de fibrilas estudou-se o processo de fibrilação da 
insulina na presença da BCd, com diferentes proporções (m/m) de BCd-AF. A análise por 
STEM confirmou a formação das AF e permitiu a visualização das mesmas associadas às 
fibras da BCd. Neste estudo verificou-se que não houve alteração na morfologia das AF 
nem nas taxas de conversão de insulina em AF (97%), concluindo assim que as nanofibras 
de BC não influenciam o processo de fibrilação desta proteína.  
De seguida foram produzidos filmes de BCd-AF com diferentes proporções (m/m), 
utilizando duas metodologias distintas, por filtração das suspensões obtidas na fibrilação da 
insulina na presença da BCd e por filtração de uma mistura de BCd com as AF. No 
primeiro caso, contrariamente ao esperado, verificou-se a inexistência de folhas beta por 
microscopia de epi-fluorescência, levando a crer que as AF foram destruídas durante o 
processo de dispersão das suspensões prévias à produção dos filmes. Pelo contrário, nos 
filmes produzidos por mistura da BCd com as AF, verificou-se a presença das AF por 
microscopia de epi-fluorescência e as imagens de SEM mostraram diferenças morfológicas 
entre os filmes. Os resultados de DMA dos filmes de BCd e BCd-AF na proporção de 1-
0.25 revelam que a incorporação das AF não influencia as propriedades termo-mecânicas 
do material. 
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6. Perspetivas de trabalho futuro 
 
O trabalho realizado permitiu a obtenção, por duas metodologias diferentes, de 
novos biomateriais constituídos por celulose bacteriana e fibrilas de amilóide. A 
caracterização destes materiais foi feita pela análise por SEM, por microscopia de epi-
fluorescência e por DMA. No entanto, como trabalho futuro seria necessária uma 
caracterização mais detalha destes materiais, a incorporação de plastificantes na produção 
dos filmes e a utilização de outras proteínas como percursores para as AF.  
Nos filmes de BCd-AF produzidos por filtração das suspensões da fibrilação da 
insulina na presença da BCd verificou-se, por epi-fluorescência, a ausência de folhas beta 
indicativo da ausência de AF. No entanto por SEM foram verificadas diferenças 
morfológicas, causadas possivelmente pela presença de resíduos das AF. Como trabalho 
futuro, a utilização da espectroscopia fotoeletrónica de raios x (XPS), uma técnica 
espetroscópica superficial, permitiria analisar a superfície destes filmes e quantificar 
elementos como azoto e/ou enxofre e confirmar deste modo a presença da insulina, ou de 
resíduos das AF. Esta técnica também poderia ser utilizada na caracterização dos filmes 
produzidos pela mistura da BCd com as AF. Além de XPS, seria necessária uma 
caracterização mais detalhada por testes mecânicos, o que permitiria determinar a rigidez e 
a elasticidade destes materiais. Outra perspetiva de trabalho futuro consiste na 
incorporação de uma agente plastificante, tal como o glicerol, nos fimes de BCd-AF. A 
incorporação de plastificantes nestes filmes permitiria melhorar as suas propriedades, 
nomeadamente o aumento da sua flexibilidade, sendo esta uma propriedade importante nos 
materiais para aplicações biomédicas.  
Como apresentado anteriormente neste trabalho, a presença da celulose bacteriana 
não influencia o processo de fibrilação da insulina. Deste modo, a produção destes 
biomaterias de BC com AF poderia ser feita por uma metodologia alternativa, 
impregnando a proteína numa membrana da celulose bacteriana, colocando posteriormente 
esta sob as condições de fibrilação, permitindo assim a produção das fibrilas no interior da 
rede tridimensional da membrana de BC.  
Além de as AF poderem funcionar como material de reforço, a introdução destas 
fibrilas poderia introduzir funções biológicas nos materiais produzidos. Tal como 
referenciado na secção 2.3.5.2, as AF produzidas a partir da hormona GnRH podem ser 
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utilizadas na libertação controlada de fármacos. Deste modo, como trabalho futuro seria 
interessante produzir filmes de BCd-AF com estas fibrilas funcionais ou promover a 
fibrilação desta proteína dentro da rede tridimensional da membrana da BC, podendo assim 
ser estudado o potencial deste biomaterial para a libertação transdérmica deste fármaco. 
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